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1 Einleitung  
1.1 Depression – Ein Überblick über die Erkrankung 
Die unipolare Depression ist eine schwere psychische Erkrankung, die die 
Lebensqualität der Betroffenen stark beeinträchtigt (Murray, Vos et al. 2012) 
und mit einer Lebenszeitprävalenz von 17% sehr häufig auftritt (Kessler, 
Angermeyer et al. 2007). Dabei sind Frauen doppelt so oft betroffen wie Männer 
(Busch, Maske et al. 2013). Weltweit nimmt die Prävalenz der Erkrankung zu. 
So stieg bei erwachsenen Amerikanern die Prävalenz einer schweren 
Depression von 3,33% zu Beginn der Studie 1991/1992 eine Dekade später auf 
7,06% an (Compton, Conway et al. 2006). Bis 2030 wird die Depression laut 
Hochrechnungen auf den zweiten Platz der führenden globalen 
Krankheitslasten mit Verlust von gesunden Lebensjahren und in Ländern mit 
hohem Einkommen sogar auf Platz eins vorrücken (Mathers and Loncar 2006).  
Die Zunahme der Prävalenz hat auch große Auswirkungen auf die 
entstehenden Kosten für das Gesundheitssystem (Vos, Flaxman et al. 2012). 
So beliefen sich allein im Jahr 2004 die direkten und indirekten 
Krankheitskosten für eine Depression in Europa auf 118 Milliarden Euro. Die 
Depression ist damit die teuerste psychiatrische Erkrankung in Europa 
(Sobocki, Jonsson et al. 2006). Effiziente Therapien sind nicht nur zur 
Linderung des großen Leidensdruck der Betroffenen sondern auch zur 
finanziellen Entlastung der Gesellschaft von besonderer Bedeutung. 
 
1.1.1 Diagnosekriterien der Depression  
Für die Diagnose der unipolaren Depression stehen keine objektiven 
diagnostischen Tests zur Verfügung, sondern sie wird über die subjektiven 
Symptome der Patienten gestellt (Nestler, Barrot et al. 2002). Die drei 
Hauptsymptome einer Depression umfassen nach den ICD-10 Klassifizierungen 
der Weltgesundheitsorganisation 1.) gedrückte, depressive Stimmung, 2.) 
Anhedonie und Interessensverlust und 3.) Antriebslosigkeit mit verstärkter 
Ermüdbarkeit (World-Health-Organization 1993). Zur Diagnose einer 
Depression müssen zwei der drei Hauptsymptome für mindestens zwei Wochen 
anhalten. Zusätzliche Symptome sind je nach Schwere der Erkrankung 
mindestens zwei der folgenden Symptome: Konzentrations- und 
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Aufmerksamkeitsschwäche, vermindertes Selbstwertgefühl und Selbst-
vertrauen, Gefühle von Schuld und Wertlosigkeit, negative und pessimistische 
Zukunftsansichten, Suizidgedanken oder –handlungen, Schlafstörungen und 
Appetitsminderung (DGPPN 2015). In schweren Fällen kann eine depressive 
Episode auch psychotische Symptome wie Halluzinationen, Stupor oder 
Wahnideen beinhalten (Ostergaard, Rothschild et al. 2012).   
 
 
Abbildung 1: Einteilung der unipolaren Depression nach S3-Leitlinie 
Zwei Haupt- plus zwei Zusatzsymptome entsprechen einer leichtgradigen, zwei Haupt- plus drei 
bis vier Zusatzsymptome einer mittelgradigen, drei Haupt- plus mindestens vier Zusatzsymptome 
einer schwergradigen Episode (DGPPN 2015). 
 
Die Depression ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, die frühzeitig erkannt 
und behandelt werden muss, da etwa 15% der schwer depressiven Patienten 
Suizid begehen (Manji, Drevets et al. 2001). Um die betroffenen Patienten 
frühzeitig zu detektieren, kann zur groben Einschätzung der ‘2-Fragen-Test’ 
angewandt werden. Er hat eine hohe Sensitivität von 96% und kann schnell und 
einfach durchgeführt werden (Whooley, Avins et al. 1997). Wenn eine oder 
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beide der zwei Fragen, ob man sich im letzten Monat häufiger 
niedergeschlagen, traurig, bedrückt oder freudlos gefühlt habe und ob man 
deutlich weniger Lust an Dingen, die man sonst gern tat, empfunden habe, 
bejaht, müssen alle relevanten Haupt- und Nebensymptome abgeklärt werden, 
um die adäquate Diagnose einer Depression stellen zu können (DGPPN 2015).  
Trotz dieses einfachen und schnellen Tests zur groben Abschätzung wird die 
Depression oft erst sehr spät detektiert. Sie besteht vor Diagnosestellung im 
Durchschnitt schon ein bis vier Jahre (Kessler, Angermeyer et al. 2007). 
Die depressive Störung ist nicht nur auf die Psyche der Patienten beschränkt. 
Sie ist vielmehr eine systemische Erkrankung mit schädlichen Auswirkungen 
auf multiple Organsysteme. So ist zum Beispiel die Prävalenz von Diabetes 
mellitus Typ 2 bei depressiven Patienten erhöht (Knol, Twisk et al. 2006). Die 
Depression zeigte sich in diversen Studien als ein Hauptrisikofaktor für die 
Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 (Musselman, Betan et al. 2003). 
Außerdem geht die Depression im Erwachsenenalter mit einem erhöhten Risiko 
für kardiovaskuläre Erkrankungen einher. Sie ist ein unabhängiger Risikofaktor 
für die Entwicklung einer koronaren Herzkrankheit (Arbelaez, Ariyo et al. 2007). 
Die Mortalität nach Herzinfarkt ist bei depressiven im Vergleich zu nicht-
depressiven Patienten erhöht (Musselman, Evans et al. 1998, Schulz, Beach et 
al. 2000). 
 
1.1.2 Ätiologie und Pathogenese der Depression  
Die Depression ist eine komplexe Erkrankung mit sehr heterogenen 
Symptomen, die für eine multifaktorielle Genese sprechen. Die Heterogenität 
der Erkrankung erschwert eine universell geltende neurobiologische Erklärung 
der Ätiologie (Weissman, Merikangas et al. 1986, Goldberg 2011). Die 
Ursachen sind noch nicht ausreichend verstanden und es existieren 
verschiedene psychologische und neurobiologische Hypothesen, die aber die 
Pathogenese nicht umfassend erklären können. Die Interaktion von genetischer 
Veranlagung, emotionaler Traumata, Veränderungen des endokrinen Systems, 
der monoaminergen Neurotransmitter sowie der intrazellulären Signal-
übertragung scheint eine zentrale pathogenetische Rolle zu spielen (Sullivan, 
Neale et al. 2000, Ehlert, Gaab et al. 2001, Lau and Eley 2010). Zu den nicht-
genetischen Faktoren zählen Stress, ‚life events‘ wie zum Beispiel der Verlust 
einer nahestehenden Person, Virusinfektionen oder endokrinologische 
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Störungen wie Erkrankungen der Schilddrüse (Nestler, Barrot et al. 2002, 
Malberg 2004). 
 
1.1.2.1 Genetische Faktoren 
Die Depression tritt familiär gehäuft auf (Shih, Belmonte et al. 2004, Lau and 
Eley 2010). Das Erkrankungsrisiko für affektive Störungen liegt bei Angehörigen 
bei 15-20% im Vergleich zu Angehörigen gesunder Kontrollpersonen, die mit 
einem Risiko von 7-10% erkranken (Schumacher, Cichon et al. 2002). In einer 
dänischen Zwillingsstudie beträgt die Konkordanzrate eineiiger Zwillinge für 
eine unipolare Depression 50% (Bertelsen, Harvald et al. 1977). 
In genetischen Untersuchungen wurden bestimmte Genvarianten und Risiko-
Genloci gefunden, die für die Heredität der Erkrankung verantwortlich sind. 
(Nestler, Barrot et al. 2002, de Kloet, Joels et al. 2005, Uher 2009, Lubke, 
Hottenga et al. 2012, Lee, Ripke et al. 2013, Ferentinos, Koukounari et al. 2015, 
Gatt, Burton et al. 2015, Jansen, Penninx et al. 2016, Yamagata, Uchida et al. 
2017). Die Disposition an einer Depression zu erkranken beruht jedoch nicht 
auf einem einzelnen mutierten Gen, sondern auf mehreren veränderten 
Genloci, die untereinander und mit Umwelteinflüssen wechselwirken (Nöthen, 
Rietschel et al. 2004). Dabei spielen auch epigenetische Veränderungen wie 
DNA-Methylierungen im Genom eine Rolle (Sabunciyan, Aryee et al. 2012, 
Byrne, Carrillo-Roa et al. 2013). 
 
1.1.2.2 Monoaminhypothese der Depression 
Die bekannteste und gängigste Theorie zur Entstehung der Depression ist die 
Monoaminhypothese, die besagt, dass in Depressiven herabgesetzte Spiegel 
der Neurotransmitter Serotonin, Dopamin und Noradrenalin zu den Symptomen 
der Erkrankung führen  (Schildkraut 1965, Coppen 1967, Charney 1998, Manji, 
Drevets et al. 2001, Haenisch and Bonisch 2011). Ob die alterierten 
Neurotransmitterspiegel allerdings Symptom oder Ursache der Erkrankung 
sind, ist nach wie vor unklar (Nutt 2008).  
Zuerst festgestellt wurde der Zusammenhang von Monoaminen und Depression 
vor über 50 Jahren bei Verwendung des Monoaminoxidasehemmers Iproniazid  
zur Behandlung von Tuberkulose (Bloch, Dooneief et al. 1954) und der 
trizyklischen Substanz Imipramin für psychotische Erkrankungen (Kuhn 1958). 
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Bei beiden Medikamenten trat eine antidepressive Wirkung bei den 
behandelten Patienten auf. Da sowohl Iproniazid als auch Imipramin einen 
erhöhten Monoamingehalt im synaptischen Spalt bewirken, leitete sich davon 
die Entwicklung der selektiven Wiederaufnahmehemmer von Serotonin und 
Noradrenalin ab (siehe Kapitel 1.1.3 Therapie).   
Die Monoaminhypothese erklärt die Depression allerdings nicht ausreichend. 
So konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von monoaminergen 
Neurotransmittern in Menschen keine Depression auslöst (Ruhe, Mason et al. 
2007). Außerdem zeigen selektive Wiederaufnahmehemmer erst nach einigen 
Wochen einen therapeutischen Effekt, obwohl die Monoaminspiegel in den 
Synapsen bereits wenige Stunden nach Einnahme der ersten Tablette 
ansteigen (Gould and Manji 2002). 
 
1.1.2.3 Fehlregulation der Stresshormonachse und Rolle des Hippocampus 
Die Stress-Hypothese der Depression wurde von Seligman im Tiermodell 
beschrieben (Seligman, Rosellini et al. 1975). Seligman konnte zeigen, dass 
Stress und depressives Verhalten in direktem Zusammenhang stehen. Mäuse, 
die wiederholt Stressstimuli in Form von Stromschlägen ausgesetzt waren, 
zeigten depressionsähnliche Verhaltensmuster, zum Beispiel Unruhe, 
Angststörungen, Libidoverlust, Gewichtsabnahme und assoziativ-kognitive 
Defizite. Das Tiermodell stützt das verhaltensbiologische Modell der erlernten 
Hilflosigkeit, nach dem Stresssituationen als unbeeinflussbar und 
unkontrollierbar wahrgenommen werden und Versuche, den aversiven Stimuli 
zu entkommen, unterbleiben (Seligman, Weiss et al. 1980, Vollmayr, Bachteler 
et al. 2004, Chourbaji, Zacher et al. 2005). Beim Menschen geht einer 
depressiven Episode häufig Stress in Form von psychosozialem Druck voraus 
(Kendler, Kessler et al. 1995, Kendler, Karkowski et al. 1999, Hammen 2005).  
Bei 50-60% der Patienten mit einer schweren Depression sind Veränderungen 
der Hormonsekretion von CRH, ACTH und Kortisol nachweisbar (Holsboer and 
Barden 1996). Die Fehlregulation der Stresshormonachse mit daraus 
resultierenden erhöhten ACTH- und Kortisolspiegeln ist die am häufigsten 
beobachtete biologische Veränderung bei einer schweren depressiven Störung 
(Holsboer 2000). Der Feedbackmechanismus der Stressachse ist gestört, was 
bei längerfristigen Stressepisoden zu einem entgleisten Hyperkortisolismus 
führen kann (Young, Haskett et al. 1991, Ehlert, Gaab et al. 2001, de Kloet, 
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Joels et al. 2005, Carroll, Cassidy et al. 2007). Die erhöhte Konzentration von 
Glukokortikoiden führt durch Suppression des Brain-derived Neurotrophic 
Factor (BDNF) zu einer verminderten Neurogenese in Hippocampi depressiver 
Patienten (Schaaf, De Kloet et al. 2000, Wong and Licinio 2004, Duman and 
Monteggia 2006, Anacker 2014). Bei Depressiven ist das Volumen des 
Hippocampus beidseitig um fünf bis zehn Prozent herabgesetzt (Campbell, 
Marriott et al. 2004, Videbech and Ravnkilde 2004, Campbell and MacQueen 
2006, Schmaal, Veltman et al. 2016), was mit einer erhöhten Vulnerabilität für 
psychologische Traumatisierung einhergeht (Videbech and Ravnkilde 2004, 
Vollmert, Tost et al. 2004). Der Hippocampus ist an der Regulation der 
Stresshormonachse durch Einfluss auf die ACTH-Sekretion, an der 
Konsolidierung von Gedächtnisinhalten aus dem Kurzzeit- ins 
Langzeitgedächtnis, an der Bildung des autobiographischen Gedächtnisses mit 
dazugehörigen Emotionen und an der Steuerung des Affekts beteiligt 
(Davidson, Pizzagalli et al. 2002, Kesner and Rolls 2015).  
Vor allem im Bereich des Gedächtnisses zeigen Patienten neuropsychologische 
Defizite (Lahr, Beblo et al. 2007). Die Verschlechterung der Gedächtnisleistung 
tritt in Folge eines beeinträchtigten Feedbackmechanismus der Stress-Hormon-
Achse und daraus resultierenden hohen Glukokortikoidspiegeln auf (Young, 
Haskett et al. 1991, Lupien, de Leon et al. 1998, Belanoff, Gross et al. 2001, 
Bremner, Vythilingam et al. 2004, Reppermund, Zihl et al. 2007, Leon-Carrion, 
Atutxa et al. 2009). Neben einer auch in Tiermodellen nachgewiesenen 
Volumenminderung des Hippocampus durch zu hohe Glukokortikoidspiegel 
(Gould, Tanapat et al. 1998, Kim and Diamond 2002, Czeh, Simon et al. 2005, 
Fuchs 2005) zeigt sich bei Tieren, die chronischem Stress ausgesetzt sind, eine 
verminderte Bildung von Dendriten, was als ‚dendritic spine loss‘ bezeichnet 
wird (Magarinos, McEwen et al. 1996). 
Die Atrophie und die Unterdrückung der Neurogenese im Hippocampus können 
durch Therapeutika wie Antidepressiva (Malberg, Eisch et al. 2000, Duman 
2004, Alfonso, Frasch et al. 2005, Czeh and Lucassen 2007) oder im 
Tiermodell durch Beseitigung der Stressoren rückgängig gemacht werden 
(Heine, Maslam et al. 2004, Mayer, Klumpers et al. 2006).  
Die Ergebnisse der Studien zur verstärkten Neurogenese unter antidepressiver  
Therapie decken sich auch mit klinischen Untersuchungen, die zeigen, dass 
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Antidepressiva wie selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRI), zum 
Beispiel Fluoxetin, kognitive Einschränkungen älterer Patienten verbessern 
können (Mowla, Mosavinasab et al. 2007). 
Die Resultate der zahlreichen Studien zum Hippocampus und seiner zentralen 
Rolle im Krankheitsbild der Depression machen ihn für Untersuchungen zur 
Wirkungsweise von Antidepressiva sehr interessant.  
 
1.1.2.4 Rolle der neuronalen-astrozytären Kommunikation  
Ein neuerer Ansatz zum Verständnis der Depression beleuchtet die Funktion 
von Gliazellen und deren Veränderungen bei depressiven Erkrankungen. Das 
gesunde Gehirn besteht aus etwa 86 Milliarden Neuronen, die in einem großen 
Netzwerk untereinander und mit Gliazellen, die die Hälfte der Zellen eines 
Gehirns ausmachen, kommunizieren (Azevedo, Carvalho et al. 2009). 
Gliazellen lassen sich in Astrozyten, den Immunzellen Mikroglia und den 
myelinbildenden Oligodendrozyten unterteilen. Astrozyten sind unter anderem 
an der Bluthirnschranke und aktiv an der Transmission von Neurotransmittern 
an der neuronalen Synapse beteiligt. Sie umgeben die prä- und 
postsynaptischen Neurone, so dass in der Literatur inzwischen von einer aus 
drei Zellen bestehender Synapsenkommunikation geredet wird, die zwischen 
Astrozyt, Prä- und Postsynpase besteht.  (Araque, Parpura et al. 1999, Pascual, 
Casper et al. 2005, Theodosis, Poulain et al. 2008, Kimelberg and Nedergaard 
2010, Gundersen, Storm-Mathisen et al. 2015).  In Reviews zu Studien über 
Gliazellen wird ihnen eine zwar noch nicht ausreichend verstandene, aber 
bedeutende Rolle beim Prozess neurodegenerativer und psychiatrischer 
Erkrankungen eingeräumt (He and Sun 2007, Barres 2008, Peng, Verkhratsky 
et al. 2015, Jha, Lee et al. 2016).   
Zellpathologisch findet sich bei der unbehandelten Depression eine Reduktion 
der Gliazellen, vor allem der Astrozyten (Rajkowska and Miguel-Hidalgo 2007, 
Gos, Schroeter et al. 2013, Cobb, O'Neill et al. 2016), die bei Patienten unter 
antidepressiver Medikation nicht auftrat (Czeh and Di Benedetto 2013, 
Rajkowska and Stockmeier 2013). Eine genaue Einordnung der Funktion der 
Astrozyten bei der Depression ist nach aktuellem Stand der Forschung noch 




1.1.3 Therapie  
Ziel der Therapie der Depression ist es, den Patienten den hohen Leidensdruck 
zu nehmen und Suizidgedanken entgegenzuwirken. Mit der Therapie erhoffen 
sich Patienten nicht nur eine Abnahme der Symptome sondern vor allem das 
Zurückfinden in ihren Alltag und in ihr soziales Umfeld (Battle, Uebelacker et al. 
2010). Zur Therapie können auf medikamentöse und nicht-medikamentöse 
Strategien zurückgegriffen werden. Bei einer leichten oder mittelgradigen 
Depression wird entweder eine Psychotherapie oder eine Pharmakotherapie 
durchgeführt. Ab der Diagnose einer schweren Depression ist eine Kombination 
beider Therapien obligat (DGPPN 2015).  
 
1.1.3.1 Nicht-medikamentöse Behandlungsstrategien 
 Als nicht-medikamentöse Therapie steht eine Vielzahl von evidenzbasierten 
psychotherapeutischen Ansätzen zur Verfügung. Zu den am häufigsten 
angewandten Therapieformen gehören die kognitive Verhaltenstherapie, 
interpersonelle Psychotherapie und psychodynamische Psychotherapie (Hollon, 
Thase et al. 2002). Die unterschiedlichen Therapien scheinen in Meta-Analysen 
alle einen ähnlichen Effekt auf das Outcome der Patienten zu haben (Cuijpers, 
van Straten et al. 2008). Zusätzlich gibt es die Möglichkeit, dem Patienten 
andere Therapieformen anzubieten. Dazu zählen beispielsweise Schlafentzug 
(Kuhs and Tolle 1991, Leibenluft and Wehr 1992, Wirz-Justice and Van den 
Hoofdakker 1999), Elektrokrampftherapie (UK-ECT-Review-Group 2003), 
Lichttherapie (Eastman, Young et al. 1998, Golden, Gaynes et al. 2005, Rastad, 
Wetterberg et al. 2017) und Ergotherapie (Schene, Koeter et al. 2007, Hees, de 
Vries et al. 2013).  
 
1.1.3.2 Psychopharmakotherapie  
Seit den fünfziger Jahren werden affektive Störungen mit 
Monoaminoxidasehemmern oder trizyklischen Antidepressiva (TCAs) behandelt 
(Bloch, Dooneief et al. 1954, Kuhn 1958). Basierend auf der 
Monoaminhypothese zur Entstehung der Depression wurden in den 1980er 
Jahren die selektiven Monamin-Wiederaufnahmehemmer entwickelt, darunter 
die SSRIs Paroxetin und Fluoxetin (Vaswani, Linda et al. 2003), die weniger 
gängigen selektiven Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer wie Reboxetin oder 
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die Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (SNRI) (Brunello, Blier et 
al. 2003), die die Menge an Neurotransmittern im synaptischen Spalt erhöhen. 
SSRIs bewirken durch Blockierung der serotonergen Autorezeptoren eine 
Verbesserung der neuronalen serotonergen Transmission und eine klinische 
Besserung der Symptome (Celada, Puig et al. 2004, Geddes and Cipriani 
2004). 
In Metaanalysen konnte gezeigt werden, dass SSRIs und SNRIs dank ihrer 
spezifischen Rezeptorwirkung bei geringerem Nebenwirkungsprofil eine 
ähnliche Wirksamkeit wie trizyklische Antidepressiva haben (Song, Freemantle 
et al. 1993, Montgomery, Henry et al. 1994, Anderson 2000, Peretti, Judge et 
al. 2000). Heute sind SSRIs aufgrund ihres günstigen Nutzen-Risiko-Profils 
Mittel der Wahl in der medikamentösen Behandlung der Depression und 
werden zunehmend auch bei Angst- und Zwangsstörungen eingesetzt 
(Wagstaff, Cheer et al. 2002). Paroxetin ist das wirksamste SSRI (Sanchez and 
Hyttel 1999, Bourin, Chue et al. 2001, Purgato, Papola et al. 2014). Neben 
einem schwachen Effekt auf das noradrenerge Transmittersystem (Sugimoto, 
Yamamoto et al. 2011) hat es im Vergleich zu trizyklischen Substanzen eine 
geringere Wirkung auf dopaminerge, histaminerge und muskarinerg-cholinerge 
Systeme. So sind anticholinerge Nebenwirkungen bei SSRIs weniger stark 
ausgeprägt. Durch die geringe antihistaminerge Wirkung sind bei SSRIs 
Sedierung und Gewichtszunahme seltener als bei TCAs. Relevante 
Nebenwirkungen der SSRIs sind sexuelle Dysfunktion, Schlafstörungen, 
Schwindel und gastrointestinale Beschwerden (Bourin, Chue et al. 2001, Arroll, 
Elley et al. 2009, Sanchez, Reines et al. 2014). 
Die Ansprechrate auf Pharmakotherapie liegt bei 50-80%, was durch den 
späten Wirkeintritt erst verzögert zu einer Therapieanpassung führt (Holsboer 
2001, Walsh, Seidman et al. 2002, Oeljeschläger and Müller-Oerlinghausen 
2004, Wong and Licinio 2004, Berton and Nestler 2006). In einer Metaanalyse, 
die 16 Studien verglich, konnte die Wirksamkeit der Pharmakotherapie im 
Vergleich zu Placebo nachgewiesen werden (Arroll, Elley et al. 2009). 
Allen Antidepressiva ist gemein, dass ihr therapeutischer Effekt frühestens zwei 
bis vier Wochen nach kontinuierlicher Einnahme eintritt, obwohl SSRIs bereits 
wenige Stunden nach der ersten Einnahme die Serotoninkonzentration im 
synaptischen Spalt erhöhen (Gould and Manji 2002). Neben der Erhöhung des 
Serotoninspiegels setzen Antidepressiva noch weitere Langzeiteffekte und 
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Anpassungsvorgänge auf genetischer Ebene oder durch Second-Messenger-
Systeme in Neuronen und Gliazellen in Gang, die die späte Therapieansprache 
erklären könnten. Wie in den Kapiteln 1.1.2.3 und 1.1.2.4 erwähnt, scheinen die 
Förderung der Neurogenese im Hippocampus (Malberg, Eisch et al. 2000, 
Duman 2004, Alfonso, Frasch et al. 2005, Czeh and Lucassen 2007) und die 
aktivierende Wirkung auf Astrozyten (Czeh and Di Benedetto 2013, Rajkowska 
and Stockmeier 2013) daran beteiligt zu sein. 
In Anbetracht der späten Therapieansprache und dem hohen Leidensdruck der 
Patienten mit einer Suizidrate von 15% bei schwer depressiven Patienten 
(Manji, Drevets et al. 2001), ist weitere Forschung dringend notwendig, um 
Patienten schneller und effektiver zu helfen und neue therapeutische ‚Drug 
Targets‘ und Biomarker zu identifizieren, an denen der Erfolg der Therapie 
gemessen werden kann. 
 
1.2 Präklinische Forschung zur Depression 
Um den Effekt der Therapie mit Antidepressiva einzuschätzen, werden in 
Studien häufig Nagetieruntersuchungen durchgeführt (Nakatani, Aburatani et al. 
2004, Yamada, Yamada et al. 2005, Conti, Maier et al. 2007, Sillaber, 
Panhuysen et al. 2008), da frisches menschliches Gehirngewebe aus ethischen 
Gründen nur selten zugänglich ist und Ergebnisse aus dem peripheren Blut nur 
bedingt mit Gewebs- und Liquorproben aus dem zentralen Nervensystem 
korrelieren (Sullivan, Fan et al. 2006). Ein weiterer Nachteil der humanen 
Proben ist, dass bei Menschen die interindividuelle genetische und Lebensstil 
abhängige Variabilität sehr hoch ist. So erschweren Faktoren wie zerebraler pH, 
postmortales Zeitintervall, Alter, Einnahme von Antidepressiva oder anderen 
Medikamenten und Nikotin- oder Alkoholabusus die statistische Analyse 
humaner Proben (Filiou and Turck 2011). Folglich ist eine hohe Anzahl an 
Proben nötig, um relevante Ergebnisse zu bekommen (Kim and Webster 2009). 
Aus diesen Gründen eignen sich auf Tiermodellen basierte Studien in der 
experimentellen psychiatrischen Forschung, da eine höhere Standardisierung 
und Probenquantität möglich ist (Turck, Maccarrone et al. 2005, Krishnan and 
Nestler 2011). 
Da Mausmodelle die Depression in ihrer vollen Heterogenität und Komplexität 
von Symptomen nur eingeschränkt darstellen können, konzentrieren sich 
Tierexperimente auf einzelne Hauptsymptome wie Anhedonie oder erlernte 
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Hilflosigkeit. Der Effekt der antidepressiven Behandlung kann dann mit 
Augenmerk auf diese ausgewählten Symptome untersucht werden (Nakatani, 
Aburatani et al. 2004, Wong and Licinio 2004).  
Die in dieser Arbeit verwendeten DBA/2-Ola-Mäuse zeigen ein ausgeprägtes 
ängstliches Verhaltensmuster (Ohl, Roedel et al. 2003). Im Vergleich zu 
anderen Inzucht-Mausstämmen ist in DBA/2-Ola-Mäusen die negative 
Rückkopplung in der Stresshormonachse herabgesetzt. Das heißt, auf Stress 
reagieren sie mit höheren Kortisolspiegeln (Thoeringer, Sillaber et al. 2007). In 
vorangehenden Studien konnte gezeigt werden, dass DBA/2-Ola-Mäuse mit 
Veränderung ihres ängstlichen Verhaltens sehr gut auf eine Paroxetingabe 
reagieren. In Stress- und Belastbarkeitstests schnitten die behandelten Mäuse 
im Vergleich zu Vehikelmäusen signifikant besser ab (Porsolt, Bertin et al. 
1977, Sugimoto, Yamamoto et al. 2011). Dieser Mausstamm eignet sich, die 
molekularen Effekte der antidepressiven Behandlung mit Paroxetin zu 
untersuchen (Sillaber, Panhuysen et al. 2008).  
 
1.3 Proteomanalytik und Proteoforme 
Die Proteomik beschreibt die Erforschung des Proteinexpressionsmusters einer 
Zelle, eines Gewebes oder eines Organismus unter definierten Bedingungen zu 
einem bestimmten Zeitpunkt (Wilkins, Sanchez et al. 1996, Pennington, Wilkins 
et al. 1997). Die Detektion der dynamischen Veränderungen des Proteoms ist 
der große Vorteil der Proteomik gegenüber der ‚statischen‘ Genomik. Das 
Proteom ist ein dynamischer, sich ständig an innere und äußere Faktoren 
anpassender Bestandteil eines Organismus, da er kontinuierlich dem Turnover, 
der Synthese und Abbau der Proteine umfasst, unterliegt.  
Unterschiede der post-translationalen Modifikationen (PTMs) und des Splicings 
bei der Proteinsynthese können Aktivitätsmuster von Proteinen verändern, was 
sich auf das gesamte Proteom auswirkt (Gao, Qi et al. 2013, Pantazatos, 
Andrews et al. 2015, Sehgal, Mannan et al. 2015, Wagner, Hartmann et al. 
2015). Solche Proteine, die von einem Gen ausgehen, sich aber in ihren PTMs 
und durch alternatives Splicing unterscheiden, werden als „Proteoforme“ 
bezeichnet, während der Begriff Isoform sich auf Unterschiede auf genetischer 
Ebene bezieht (Smith and Kelleher 2013). Der Turnover kann sich nicht nur 




Es sind über 200 PTMs bekannt (Gooley and Packer 1997). Zu den 
bekanntesten zählen Phosphorylierungen, Acetylierungen, Glykosylierungen 
und Ubiquitinierungen. Die unterschiedlichen PTMs wirken sich auf die Aktivität 
des Proteins, Signaltransduktion, Lokalisation des Proteins in der Zelle und den 
Proteinabbau aus (Gao, Qi et al. 2013, Pantazatos, Andrews et al. 2015, 
Sehgal, Mannan et al. 2015, Wagner, Hartmann et al. 2015). Proteoforme 
haben also eigene chemische und physikalische Charakteristika und können 
mit auf Proteomik basierenden Methoden separiert, isoliert und identifiziert 
werden (Ngounou Wetie, Woods et al. 2014). Zur Darstellung der Proteoforme 
findet die zweidimensionale Auftrennung nach pH und molekularer Größe 
Anwendung (Klose 1975, O'Farrell 1975), die in Kapitel 1.3.2 näher 
beschrieben wird.  
In den vergangenen Jahren hat sich gezeigt, dass die Erforschung und der 
Nachweis solcher Modifikationen durch präzise Proteomuntersuchungen mittels 
Massenspektrometrie (MS) zum Verständnis patho-biochemischer Prozesse in 
lebenden Zellen beitragen (Taurines, Dudley et al. 2011). 
 
1.3.1 Proteomik in der psychiatrischen Forschung 
Seitdem das komplette menschliche Genom vor etwa 15 Jahren sequenziert 
wurde (Lander, Linton et al. 2001, Venter, Adams et al. 2001), wurden in der 
psychiatrischen Forschung vermehrt funktionelle Genomikuntersuchungen wie 
Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik angewandt, um die durch 
antidepressive Medikation beeinflussten Signalwege zu untersuchen und neue 
mögliche Zielmoleküle, sogenannte Drug Targets, zu entdecken (Khawaja, Xu 
et al. 2004, Carboni, Vighini et al. 2006, Cecconi, Mion et al. 2007, McHugh, 
Rogers et al. 2008, Sillaber, Panhuysen et al. 2008, McHugh, Rogers et al. 
2010, Webhofer, Gormanns et al. 2013, Ge, Zhu et al. 2015). So konnten 
Unterschiede in exprimierten Proteoformen und ihren PTMs in psychiatrischen 
Erkrankungen festgestellt werden (Gao, Qi et al. 2013, Pantazatos, Andrews et 
al. 2015, Sehgal, Mannan et al. 2015, Vialou, Thibault et al. 2015, Wagner, 
Hartmann et al. 2015).  
Auf die funktionelle Genomik basierend können neue ‚unvoreingenommene‘ 
Hypothesen zur Pathophysiologie psychiatrischer Erkrankungen und zu 
Wirkmechanismen von Medikamenten entstehen (Turck, Maccarrone et al. 
2005, Geschwind and Konopka 2009, Filiou 2015).  
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1.3.2 Quantitative Proteomik mittels Massenspektrometrie 
Die Proteom-Analyse mit Hilfe von zweidimensionaler Polyacrylamidgel-
Elektrophorese (2D-PAGE) erlaubt eine hochauflösende Proteintrennung und 
Proteinquantifizierung (Klose 1975, O'Farrell 1975). Proteinmaterial aus 
zerebralen Zellen wird zuerst nach isoelektrischen Punkt und anschließend in 
der zweiten Dimension nach molekularen Gewicht aufgetrennt. Mit dem Färben 
der Proteine können quantitative Aussagen zum Expressionslevel gemacht 
werden und qualitative Unterschiede zu den Proteoformen durch die 
Lokalisation auf dem Gel festgestellt werden. Proteoforme und unterschiedlich 
in Vehikel- und Paroxetinproben exprimierte Proteine können in Peptidform im 
Massenspektrometer nach Durchführung eines proteolytischen In-Gel-Verdaus 
identifiziert werden (Steen and Mann 2004). Die zu untersuchenden Peptide 
werden während der MS in die Gasphase überführt und ionisiert und die 
geladenen Teilchen durch ein elektrisches Feld beschleunigt. Anschließend teilt 
der Analysator die Ionen nach Masse-zu-Ladung-Verhältnis (m/z ratio) auf, die 
dann vom Detektor erfasst werden. Eine möglichst sensitive 
Proteomikuntersuchung bietet das LTQ-Orbitrap Hybridmassenspektrometer, 
das eine Chromatographie zur Auftrennung des Probenmaterials an die MS 
koppelt (Yates, Cociorva et al. 2006, Webhofer, Gormanns et al. 2013). 
 
1.3.3 Metabolische Markierung mit stabilen Isotopen  
Durch eine partielle Markierung der Proteine mit stabilen Isotopen sind neben 
der Identifizierung der Proteoforme auch die Quantifizierung und die 
Bestimmung der Turnoverrate der Proteine möglich (Steen and Mann 2004, 
Doherty and Whitfield 2011, Claydon, Thom et al. 2012, Ngounou Wetie, 
Woods et al. 2014), da sich Peptide je nach Turnover in ihrer isotopischen 
Zusammensetzung unterscheiden und mittels MS unterschieden werden 
können (De Leenheer, Lefevere et al. 1985).  
Die Dynamik des Proteoms wird wesentlich durch die Turnoverrate bestimmt. 
Der Turnover beschreibt die Balance zwischen Synthese und Abbau eines 
Proteins und damit die Dauer, die ein Protein seine Funktion erfüllen kann. 
Unter anabolen Umständen, wenn ein Organismus oder eine Zelle wächst, ist 
die Proteinsyntheserate größer als die Abbaurate und vice versa unter 
katabolen Umständen (Eagle, Piez et al. 1959). Proteoforme können in 
14 
 
Abhängigkeit von ihren Modifikationen unterschiedliche Turnover haben 
(Doherty and Beynon 2006).  
Zur metabolischen Markierung mit stabilen Isotopen sind verschiedene 
Methoden etabliert,  die entweder 2H, 13C, 15N oder 18O als Marker benutzen, 
wie ICAT (Gygi, Rist et al. 1999), ICPL (Schmidt, Kellermann et al. 2005), 
iTRAQ (Ross, Huang et al. 2004), 18O-Markierungen (Reynolds, Yao et al. 
2002), SILAC (Ong, Blagoev et al. 2002) und 15N-Markierungen (Oda, Huang et 
al. 1999, Claydon, Thom et al. 2012). SILAC und die 15N-Markierung haben 
sich durch ihre sehr akkurate Proteinquantifizierung als Goldstandard 
durchgesetzt (Bantscheff, Schirle et al. 2007, Bantscheff, Lemeer et al. 2012). 
Das 15N-enthaltende Futter wird von Mäusen gut toleriert und der markierte 
Stickstoff ausreichend inkorporiert (Frank, Kessler et al. 2009, Filiou, Webhofer 
et al. 2012). Die entstehenden 15N Aminosäuren werden anschließend in 
Proteine eingebaut. Der Turnover kann dann über das Verhältnis des 15N-






Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit bestand darin, Veränderungen von 
molekularen und zellulären Prozessen, die über die Serotonin-
Wiederaufnahme-Hemmung hinausgehen, in mit dem SSRI Paroxetin 
behandelten Mäusen mit Hilfe von Proteomik-Hochleistungstechnologie zu 
untersuchen.  
Dazu wurde der Effekt der chronischen Gabe von Paroxetin auf das Proteom 
murinen Hippocampusgewebes untersucht:  
- Sind quantitative Unterschiede in der Protein- und Proteoformexpression 
zwischen Vehikel- und Paroxetinmäusen auf 2D-Gelen detektierbar?  
- Unterscheiden sich die post-translationalen Modifikationen der 
Proteoforme der Paroxetinmäuse im Vergleich zu den Vehikelmäusen? 
- Haben Paroxetinmäuse andere Turnover in Proteoformen als 
Vehikelmäuse?  
 
Die Ergebnisse sollen dazu beitragen, die therapeutischen Möglichkeiten der 
Depression durch ein tieferes Verständnis der Wirkungsweise von SSRIs am 




3 Material und Methoden  
In diesem Kapitel werden kurz die analytischen Verfahren dargestellt, die in 
dieser Arbeit Anwendung fanden.  
 
3.1 Materialien  
Instrumente und Zubehör Hersteller 
Amersham grinding kit GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, 
Großbritannien  
ChemiDoc Scanner Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Feinwaage Analytical Standard Ohaus, Parsippany, NJ, USA 
IEF Bio-Rad Protein IEF CELL Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
PowerPac Universal Power Supply Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Rotationsschüttler Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Scanner GS-800 Densitometer Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Spectrophotometer Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
Speed-Vac Plus SC210A Savant Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Tischzentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Ultraschallbad  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ultraschalldisintegrator Branson 
Sonifier 250 
Emerson, St. Louis, MO, USA 
Vortexgerät Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY, USA 
Zubehör für das LC-MS/MS-System  
ESI-Quelle Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
LTQ Orbitrap XL Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
nano 2D-HPLC-System Eksigent, Dublin, CA, USA 
Trennsäule Picofrit New Objective Woburn, MA, USA 
Vorsäule Zorbay-C18 Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA 
Tabelle 1: Instrumente und Zubehör 
 
Verbrauchsmaterialien Firma 
Criterion-Gel-Kassetten Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Criterion-Zellsystem  Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Einmal 0,5 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Einmal 1,0 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Einmal 1,5 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Einmal Microvials für MS VWR, Radnor, PA, USA 
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Einmal Pipettenspitzen (diverse Größen) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Filterröhrchen  Corning Incorporated, Corning, NY, USA 
Gelhaltekassetten zum Transfer Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
IPG-Strip, 11 cm, ph4-7 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Mini-Protean-Gel-Kassetten Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Mini-Protean-Zellsystem Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
PVDF Transfermembran Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Whatman Filterpapier Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien 
 
Software Hersteller 
Bioworks Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Compute MW/pI tool SIB Swiss Institute of Bioinformatics, Schweiz 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, LaJolla, CA, USA 
ImageJ National Institutes of Health, USA 
ImageLab Software Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Mascot Daemon MatrixScience, Boston, MA, USA 
PDQuest 2-D Software Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
ProTurnyzer 1.2 Max-Planck-Institut für Psychiatrie, München, Deutschland  
SwissProt UniProt  
Xcalibur Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Tabelle 3: Software und Datenbanken 
 
Materialien für den Mausversuch Hersteller 
0,9% Salzlösung Merck, Darmstadt, Deutschland 
Bakterienbasiertes 14N- und 15N-Futter  Silantes, München, Deutschland  
DBA/2-Ola-Mäuse Harlan Winkelmann, Borchen, Deutschland 
Isofluran Abbott, Wiesbaden, Deutschland 
Paroxetin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tabelle 4: Verwendete Materialien zur Durchführung des Mausversuchs  
 
Erstantikörper Firma Verdünnung Wirt 
Anti-14-3-3 η R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 1:200 Ziege 
Anti-GFAP Abcam, Cambridge, Großbritannien 1:1000 Kaninchen 
Anti-Mitofilin Abcam, Cambridge, Großbritannien  1:500 Maus 
Zweitantikörper Firma Verdünnung Wirt 
Anti-Goat  Santa Cruz, Dallas, TX, USA 1:2000 Esel 
18 
 
Anti-Mouse VWR, Radnor, PA, USA 1:5000 Schaf 
Anti-Rabbit VWR, Radnor, PA, USA 1:10000 Esel 
Tabelle 5: Antikörper für Western Blots 
 
3.2 Chemikalien und Reagenzien 
Die verwendeten Chemikalien haben den analytischen Reinheitsgrad (p.a) und 
sind für Untersuchungen mit dem MS geeignet. 
 
Reagenzien und Chemikalien  Firma  
0,5 M Tris-HCL ph 6,8 Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
1,5 M Tris-HCL ph 8,8  Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
10-fach konzentriertes TGS Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
a.d. ELGA, Paris, Frankreich 
Acetonitril Merck, Darmstadt, Deutschland 
Acrylamid-Bis 30% 37.5:1 Serva, Heidelberg, Deutschland 
Agarose Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Ameisensäure p.a. 98-100%  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ammoniumbicarbonat Merck, Darmstadt, Deutschland 
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt, Deutschland 
APS Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Biolyte 40%  Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Bradford-Reagenz Pierce Coomassie 
Plus  
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA 
Bromphenolblau Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
BSA Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
CHAPS Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Complete C inhibitor Roche, Basel, Schweiz 
Coomassie Brilliant Blue G Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Coomassie stain  Serva, Heidelberg, Deutschland 
DTT Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Essigsäure 99% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Glycerin  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Glycin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
HCl  Merck, Darmstadt, Deutschland 
Iodoacetamid Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Isopropanol 99% Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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Luminata Forte Western HRP Substrate Merck, Darmstadt, Deutschland 
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Mineralöl Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
NaCl Merck, Darmstadt, Deutschland 
Pepstatin Roche, Basel, Schweiz 
Phosphorsäure p.a. 87%  Merck, Darmstadt, Deutschland 
PMSF Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Precision Plus unstained Proteinstandard Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Precision Plus stained Proteinstandard Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
SDS Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
TEMED Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Thiourea Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tris Base Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Trypsin  Serva, Heidelberg, Deutschland 
Tween20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Urea  Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA 
Tabelle 6: Chemikalien und Reagenzien 
 
12% Trenngel Menge für ein Gel 
Acrylamid-Bis 30% 37.5:1  8 ml  
Tris-HCL 1,5 M ph 8,8  5 ml 
a.d.  7 ml 
10% SDS  0,2 ml 
TEMED 0,01 ml 
10% APS 0,2 ml 
5% Sammelgel Menge für ein Gel 
Acrylamid-Bis 30% 37.5:1  1,25 ml 
Tris-HCL 0,5 M ph 6,8  1,88 ml 
a.d.  4,3 ml 
10% SDS  0,075 ml 
TEMED 0,01 ml 
10% APS  0,025 ml 
Tabelle 7: Zusammensetzung der Polyacrylamidgele für 2D-Gelektrophorese und Western Blots 
 
3.3 Methoden  
Die folgende Abbildung gibt einen Überblick über die in den Unterkapiteln 




Abbildung 2: Schematischer Überblick über die durchgeführten Experimente  
Die Abbildung ist eine Übersicht über den experimentellen Ablauf der durchgeführten 
Proteomuntersuchung der Hippocampi von Mäusen, die zuvor mit Paroxetin oder Vehikellösung 
behandelt wurden. Aus den Hippocampi wurden Proteine durch Extraktion gewonnen und durch 
2D-PAGE aufgetrennt. Danach erfolgte ein tryptischer Proteinverdau der Proteoforme. Daran 
schloss sich eine massenspektrometrische Analyse an, bei der die Proteine identifiziert wurden. 
Die Turnover der Proteine und Proteoforme wurden bestimmt und zwischen Vehikel- und 
Paroxetinhippocampi verglichen. Einige Proteine mit unterschiedlichen Turnoverraten wurden 
zusätzlich mit eindimensionalen Western Blots  nachgewiesen.  
Gelb: Durchführung der Arbeitsschritte durch Dr. Christian Webhofer. 
Blau: Eigenständige Durchführung der Arbeitsschritte. 
 
3.3.1 Chronische Paroxetinbehandlung von Mäusen und Gewebeentnahme  
Die Durchführung der Paroxetin-Verabreichung an die Mäuse und die 
Gewebeentnahme wurde von Dr. Christian Webhofer im Rahmen seiner 
Dissertation in unserer Forschungsgruppe ‚Proteomik und Biomarker‘ von 2009 
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bis 2013 durchgeführt (Webhofer, Gormanns et al. 2011, Filiou, Webhofer et al. 
2012, Webhofer, Gormanns et al. 2013). Zum Verständnis der in dieser Arbeit 
durchgeführten Proteingewinnung aus Hippocampusgewebe und der 
anschließenden Analyse der Daten werden Dr. Christian Webhofers 
Arbeitsschritte hier kurz dargestellt.  
Die Experimente fanden in Übereinstimmung mit dem European Communities 
Council Directive 86/609/EEC statt. Der Versuchsaufbau und die Protokolle 
wurden vom Amt für Verbraucherschutz und Veterinärswesen der Regierung 
von Oberbayern, Deutschland, kontrolliert und genehmigt. 
Männliche DBA/2-Ola-Mäuse, die bei Erhalt acht Wochen alt waren, wurden ab 
Ankunft für zwei Wochen einzeln unter folgenden Standardlaborbedingungen 
gehalten: Essen und Wasser ad libitum mit zwölfstündigem Hell-Dunkel-Zyklus 
mit Licht ab 7.00 Uhr, 45-55% Luftfeuchtigkeit bei 21±2°C.  
Die Mäuse erhielten eine chronische Paroxetingabe über vier Wochen. Nach 
einer zweiwöchigen Eingewöhnungsphase wurde den Mäusen zweimal täglich 
zwischen 8.00 und 9.00 Uhr bzw. 18.00 und 19.00 Uhr mit 10 mg/kg Paroxetin 
über eine Schlundsonde verabreicht. Den Vehikelmäusen wurde 
Leitungswasser zugeführt. Das Paroxetin wurde vor jeder Behandlung frisch mit 
Leitungswasser aufgelöst. Nach dreiwöchiger Behandlung erhielten die Mäuse 
für eine Woche statt der bisherigen 14N-Ernährung ein mit 15N-markiertes 
Futter.  
Eine Stunde nach der letzten Dosisverabreichung wurden die Mäuse mit einer 
Überdosis Isofluran eingeschläfert. Die Organe wurden mit 0,9% eiskalter 
Salzlösung perfundiert, das Gehirn anschließend entnommen und präpariert. 





Abbildung 3: Arbeitsschritte von Dr. Christian Webhofer zur Behandlung der Mäuse mit Paroxetin 
Die Fütterung der Mäuse mit Paroxetin und die Gewinnung der Gewebeprobe wurden 2010 von Dr. 
Christian Webhofer durchgeführt. Acht Wochen alte männliche DBA/2-Ola-Mäuse wurden für zwei 
Wochen einzeln unter Standardlaborbedingungen gehalten. Anschließend erhielt die Paroxetin-
Gruppe zweimal täglich 10mg/kg Paroxetin über insgesamt vier Wochen. Der Vehikelgruppe 
wurde Leitungswasser zugeführt. Nach der dritten Behandlungswoche erhielten die Mäuse für 
eine Woche ein mit 15N markiertes Futter. Eine Stunde nach der letzten Dosis wurden die Mäuse 
mit einer Überdosis Isofluran eingeschläfert. Die Organe wurden mit 0,9% eiskalter Salzlösung 
perfundiert, das Gehirn entnommen und präpariert. Die Hippocampi wurden mit Flüssigstickstoff 
schockgefroren und bei -80°C gelagert (Webhofer, Gormanns et al. 2011, Filiou, Webhofer et al. 
2012, Webhofer, Gormanns et al. 2013). 
 
3.3.2 Proteingewinnung aus in vivo mit 15N partiell markiertem 
Hippocampusgewebe 
Die Proteinextraktion der gefrorenen Hippocampi erfolgte mit 
Rehydrationspuffer (IEF-Puffer: 7M Urea, 2M Thiourea, 2% CHAPS, 100mM 
DTT). Für 100 mg Proteinmenge wurden 1 ml IEF-Puffer verwendet. Die 
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Biolyte, das Bromphenolblau und die Protease-Inhibitoren wurden erst nach 
Messung der Proteinkonzentration durch den Bradford Protein Assay 
hinzugefügt, da die Reagenzien die Proteinquantifizierung nach Bradford 
gestört hätten (Molloy 2000).  
Bei Zugabe des IEF-Puffers wurden die Mäusehippocampi vorsichtig und 
schonend in der Flüssigkeit durch leichtes Mahlen mit dem Amersham grinding 
kit gelöst und anschließend im Ultraschalldisintegrator mit den Parametern 
Output control 4 und Duty cycle 40 sonifiziert. Insgesamt wurden pro Probe 30 
Zyklen durchgeführt. Die homogenisierten Hippocampi wurden in der 
Tischzentrifuge zehn Minuten lang bei 4°C mit 1400 Umdrehungen pro Minute 
zentrifugiert. Die Überstände wurden in frische Röhrchen überführt und die 
Niederschläge verworfen. Von jedem Überstand wurde Probe für die 
Proteinbestimmung nach Bradford entnommen.  
Mit dem Rehydrationspuffer wurden die Proteine sowohl aus dem Zytoplasma 
als auch aus Zellorganellen neuronaler und glialer Zellen im Hippocampus 
gelöst. Den Überständen wurden die Protease-Inhibitoren (5% 25%-fach 
konzentrierter Complete C Inhibitor, 0,2% 40%-Biolyte, 100mM PMSF, 1µM 
Pepstatin, 0,002% Bromphenolblau) zum Schutz der Proteine in der Probe 
zugegeben. Die Proben wurden in Aliquoten bei -80°C eingefroren.  
 
3.3.3 Proteinquantifizierung nach Bradford  
Die Proteinkonzentration der Proben ohne Protease-Inhibitoren, Biolyte und 
Bromphenolblau wurde mittels des Bradford Protein Assays bestimmt (Bradford 
1976). Die Proben wurden zuvor 10-fach mit destilliertem Wasser verdünnt 
(20µl Probe, 180µl a.d.). Ein Aliquot der verdünnten Probe (10µl), deren 
Proteinkonzentration bestimmt werden sollte, wurde mit destilliertem Wasser 
auf 800µl aufgefüllt. 
Um die unbekannte Proteinkonzentration messen zu können, wurde eine 
Eichreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA) erstellt. Die Konzentration der 
Standardlösung betrug 0, 1, 2, 4, 6, 10 und 15 µg/µl. Nach Zugabe von 200µl 
Bradford-Reagenz wurden die Proben in einem Vortexgerät durchmischt und für 
fünf Minuten in Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Standard- und 
die Mausproben bei λ=595nm im Spectrophotometer photometrisch gemessen. 
Mit den Werten der Standardlösung konnte eine Eichkurve erstellt werden, 
anhand derer die Proteinmenge und -konzentration der Proben ermittelt 
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wurden. Die Proben wurden zweimal gemessen und der Mittelwert der beiden 
Ergebnisse berechnet. Dabei wurde darauf geachtet, dass in keinem Fall die 
Abweichung der Ergebnisse größer als 5% war. 
 
3.3.4 Auftrennung und Detektion der Proteine mittels 2D-Gelelektrophorese  
Zur Auftrennung der Proteine mittels der 2D-PAGE wurden die Proteine in der 
ersten Dimension nach ihrem isoelektischen Punkt und in der zweiten 
Dimension nach ihrer molekularen Größe getrennt (Klose 1975, O'Farrell 1975, 
Klose and Kobalz 1995).  
 
3.3.4.1 Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension  
Es wurden 11 cm lange „immobilized pH gradient strips“ (IPG-Strip) mit einem 
pH-Bereich von vier bis sieben verwendet. IEF-Puffer (siehe oben) wurde zu 
100µg Probenprotein hinzugefügt, so dass auf einen IPG-Strip 200µl, 
bestehend  aus Probe und IEF-Puffer, geladen werden konnten. Nach einer 
einstündigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Rehydratation in 
der IEF-Zelle bei einer Spannung von 50V über 12 Stunden durchgeführt. Dazu 
wurden die IPG-Strips mit Mineralöl benetzt, um ein Austrocknen zu verhindern. 
Nach der Rehydratationsphase wurden die Proteine über einen Zeitraum von 
15 Minuten bei einer Spannung von 250V, dann 3 Stunden lang bei 10000V 
und anschließend bis zu einer Spannung von 60000V auf dem IPG-Strip an 
ihrem isoelektrischen Punkt fokussiert. Die mit Protein beladenen IPG-Strips 
wurden bei -80°C gelagert.  
 
3.3.4.2 Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension  
Für die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Größe wurden 1,0 mm 
dicke 12%-Acrylamidgele in Criteriongelkassetten verwendet. Die Größe der 
Gele betrug 13,3 x 8,7 cm. Zur vollständigen Polymerisation wurden die Gele 
einen Tag vor Gebrauch gegossen und in schützenden feuchten Tüchern im 
Kühlschrank bei +4°C über Nacht aufbewahrt.  
Am Tag nach dem Gießen der Polyacrylamidgele wurden die IEF-Streifen der 
ersten Dimension für zehn Minuten bei Raumtemperatur zuerst in 
Äquilibrierungspuffer (50mM 1,5M-Tris-HCl ph8,8, 6M Urea, 30% Glycerin, 2% 
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SDS, 3 Tropfen Bromphenolblau zum Anfärben) mit 2% Dithiothreitol und 
anschließend in Äquilibrierungspuffer mit 2 % Iodoacetamid inkubiert.  
Danach wurden die IPG-Strips in TGS-Puffer (10% 10-fach konzentriertes TGS, 
90% a.d.) gelegt. Pro Criteriongel wurde ein IPG-Strip verwendet. Die 
Elektrophoresekammer wurde mit TGS-Puffer gefüllt und die Gele eingebaut. 
Die Gele wurden mit flüssiger 0,5%-Agaroselösung (0,5% Agarose, 0,5% 
Bromphenolblau, 99% 1%-TGS-Puffer) bedeckt. Die IPG-Strips wurden 
luftblasenfrei so in die Agarose eingelegt, dass während der Elektrophorese die 
fokussierten Proteine von den Streifen auf die Gele übertragen und je nach 
molekularem Gewicht aufgetrennt werden. Zur Darstellung der molekularen 
Größe der Proteine wurden pro Gel 6µl nichtgefärbter Precision-Plus-
Proteinstandardmarker in eine Vertiefung am linken Rand des Gels 
hinzugegeben. Es wurde zunächst eine Spannung von 50V für 30 Minuten und 
danach von 180V angelegt. Der Lauf wurde beendet, sobald die Agarose die 
untere Kante des Gels erreicht hatte. 
 
3.3.4.3 Coomassie-Färbung der 2D-Gele 
Zur Sichtbarmachung der Protein-Spots wurden die Gele mit Coomassie Blue G 
gefärbt (Neuhoff, Arold et al. 1988). Zuerst wurden für jeweils eine Stunde die 
mit Proteinen beladenen Gele in 120ml Fixierlösung (Ethanol 30%, 2% 87%-
Phosphorsäure, 68% a.d.) fixiert, in destilliertem Wasser gewaschen und dann 
in Färbelösung (17% Ammoniumsulfat, 2% 87%-Phosphorsäure, 34% 
Methanol, 47% a.d.) gelegt. Anschließend wurden 120mg Coomassie Blue G 
mit einer Konzentration von 1 mg/ml auf die Oberfläche der Gele gestreut. Die 
Gele wurden so für vier Tage bei Raumtemperatur auf einem langsamen 
Schüttelgerät inkubiert, eine Stunde mit destilliertem Wasser gewaschen und 
dann im Scanner mit PDQuest 2-D Software eingescannt. 
 
3.3.5 Massenspektrometische Analyse von Proteinen 
Vor der Analyse der Proteinpunkte wurden die Gele anhand der Scanfotos 
visuell auf Proteoforme und Unterschiede zwischen Vehikel- und 
Paroxetinhippocampi untersucht. Proteoforme und unterschiedliche Spots 




3.3.5.1 Enzymatische Proteinspaltung und Peptidextraktion 
Zur Proteinspaltung wurden beim In-Gel-Verdau die Gelstücke entfärbt und die 
darin enthaltenen Proteine enzymatisch mittels Trypsin in Peptide gespalten 
und aus den Gelstücken extrahiert (Rosenfeld, Capdevielle et al. 1992).  
Die Proteinpunkte wurden manuell aus den Gelen ausgeschnitten. Dazu 
wurden Pipettenspitzen mit unterschiedlichen Durchmessern verwendet, mit 
denen die Proteinpunkte aus den Gelen herausgelöst werden konnten. Die 
Gelpunkte wurden zweimal in mit den entsprechend korrespondierenden 
Proteinpunktnummern versehenen Röhrchen mit 20µl von 2D-Spot-
Entfärbelösung (10mM Ammoniumbicarbonat (ph=8.0) und 50% Acetonitril) 
entfärbt und für jeweils 30 Minuten geschüttelt. Das Acetonitril wurde zur 
Verminderung der Bindung der Peptide an die Pipetten- und 
Röhrchenoberfläche verwendet (Erdjument-Bromage, Lui et al. 1998). Zum 
Trocknen der Gelpunkte wurden die Röhrchen für fünf Minuten geöffnet 
gelassen. Anschließend wurden 5µl Trypsin mit einer Konzentration von 10 
ng/µl in 1mM Ammoniumbicarbonat zu den Gelstücken gegeben, für 15 Minuten 
bei 4°C gelagert und danach unter leichtem Schütteln bei 37°C über Nacht 
inkubiert. 
Um den Trypsinverdau zu beenden, wurden die Gelspots kurz zentrifugiert und 
in 1µl Lösung aus 2% Ameisensäure und 50% Acetonitril bei Raumtemperatur 
für 20 Minuten geschüttelt. Danach wurden die Proben fünf Minuten lang im 
Ultraschallbad behandelt und wieder kurz zentrifugiert. Der Überstand der 
Proben wurde abgenommen. Diese Schritte wurden anschließend zweimal mit 
5µl Lösung aus 1% Ameisensäure und 50% Acetonitril wiederholt. Bei der 
Extraktion der Peptide aus den Gelstücken wurden somit dreimal Überstände 
abgenommen und als eine flüssige Peptidfraktion pro Gelstück gesammelt. Der 
Peptidüberstand wurde in der Gefriertrocknungszentrifuge lyophilisiert und 
anschließend in 12µl 0,1%iger Ameisensäure gelöst. Um Kontaminationen 
während der Messung im Massenspektrometer zu vermeiden, wurden die 
Proben in der Zentrifuge mit 3000g Umdrehungen bei 4°C für zwei Minuten in 
Filterröhrchen filtriert. Die filtrierten Lösungen wurden bis zu ihrer Analyse im 




3.3.5.2 Identifikation der Proteine anhand von Flüssigkeitschromatographie und 
Massenspektrometrie 
Die Proteoforme wurden mit einem Flüssigkeitschromatographie-Tandem-MS-
System (LC-MS/MS-System) analysiert. Es besteht aus einer 2D nano-HPLC 
und einem direkt daran gekoppelten LTQ Orbitrap XL.  
Über den Probennehmer wurden 10μl der Peptidlösung in die Probenschleife 
injiziert. Bei sehr intensiv angefärbten Gelpunkten mit einer hohen 
Proteinmenge wurden nur 5μl untersucht. Pro Probe dauerte die komplette LC-
MS/MS-Untersuchung 65 Minuten mit kurzem Gradienten. 
Zuerst wurden die Proben für 10 Minuten mit 0,1% Ameisensäure bei 3 ml/min 
(5 µm Zorbay-C18 Vorsäule, 300 µm x 5 mm) entsalzt und in der Hauptsäule, 
einer C18-Trennsäule (3 µm PicoFrit-Trennsäule, 75 µm x 15 cm) aufgetrennt. 
Im LC-Kanal wurde bei einer gesamten Flußrate von 200 nl/min zur Lösung der 
Peptidionen ein Gradient zwischen Lösung A (0,1% Ameisensäure) und Lösung 
B (95% Acetonitril, 0,1% Ameisensäure)  aufgebaut. Nach dem Laden der 
Probe folgte ein Gradientenabfall von 85% auf 42% von Lösungsmittel B von 
Minute 0 bis 5, anschließend von 42% B auf 0% B von Minute 5 bis 16. 0% B 
wurde bis Minute 24 beibehalten. Dann erfolgte ein Gradientenanstieg von 0% 
B auf 85% B von Minute 24 bis 25. 85% B wurde für 7 Minuten beibehalten, um 
die Säule zu reäquilibrieren.  
Die Peptide wurden mittels ESI protoniert und kontinuierlich in ein elektrisches 
Feld gesprüht, mittels Elektrospray in die Gasphase übertragen und über den 
oben beschriebenen Spannungsgradienten durch eine Transferkapillare ins 
Massenspektrometer geleitet. Im LTQ-Orbitrap wurden MS/MS-Spektren in der 
linearen Ionenfalle detektiert. Die Spektren wurden in einem Massenbereich 
von 380-1600 m/z bei einer Auflösung von R=60000 (bei m/z400) 
aufgenommen. Die MS/MS-Analysen der fünf intensivsten Peptidionen pro 
Scan wurden im ‚centroid mode‘ erfasst. In der verwendeten Methode mit 
Xcalibur Software wurden positiv- und negativgeladene Peptide (ESI-Spannung 
für positivgeladene Peptide +4900V, für negativgeladene Peptide -4500V) 
gemessen, um basierend auf den ermittelten m/z-Verhältnissen die 
zugehörigen Proteine zu identifizieren (Filiou, Zhang et al. 2011, Webhofer, 
Gormanns et al. 2013). 
Nach jeder vierten Probe wurde eine leere Probe gelesen, um eventuelle 
Peptidrückstände, die in Teilen des nano-HPLC-Systems wie der Trennsäule 
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stecken bleiben können, herauszuwaschen. Außerdem wurden die 
nummerierten Proteinpunkte nicht in Reihenfolge untersucht, sondern nur 
Proteinpunkte aufeinanderfolgend untersucht, die auf dem Gel weit voneinander 
lokalisiert waren. Zudem wurden die vier Proben, die nacheinander gemessen 
wurden, von niedrigster bis höchster Intensität angeordnet. All diese 
Maßnahmen dienten dazu, Fehlerquellen in der Identifizierung von Peptiden 
und deren Zuordnung zu den 2D-Spots zu minimieren.  
Das System wurde regelmäßig über die Quantifizierung von hausinternen 
Escherichia coli-Bakterien auf Präzision überprüft. 
 
3.3.6 Datenverarbeitung und Proteinidentifikation 
Zuerst wurden die in Xcalibur gespeicherten unverarbeiteten MS Daten der 
Probenanalyse mit der Software Bioworks als MSn Scans und mzDataFiles 
gespeichert und im xml-Format exportiert (Eng, McCormack et al. 1994). Für 
die erstellten xml-Daten konnte die Proteindatenbanksuche von Mascot 
Daemon durchgeführt werden (Perkins, Pappin et al. 1999). Bei der Mascot-
Datenbanksuche wurden standardmäßig die statische Modifikation 
Carbamidomethylierung von Cystein und die variablen Modifikationen Oxidation 
von Methionin, Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin, und 
Acetylierung von Lysin und dem N-terminus der Proteine ausgewählt. Da der In-
Gel-Verdau mit Trypsin durchgeführt wurde, wurde als Enzymspezifität Trypsin 
verwendet und es wurden maximal zwei Fehlspaltungen (Misscleavages) 
zugelassen. Als Datenbank diente der Mascot-Suchmaschine SwissProt 
(TheUniprotConsortium 2017) mit zum Zeitpunkt der Datenanalyse 549215 
geprüften Einträgen. Die Suchergebnisse wurden mit einer Signifikanzschwelle 
von p<0.05, Ion score cut-off von 20 und maximaler Anzahl an Treffern sowohl 
als Peptid- als auch als Proteinliste exportiert. In der Peptidliste wurden die 
Modifikationen der Peptidsequenzen aufgeführt. Zum Vergleich der 
Proteoforme zwischen Vehikel- und Paroxetinmäusen wurde eine Liste mit allen 
relevanten Proteinergebnissen, die nach Gel und nach Nummern der 




3.3.7 Bestimmung des Turnovers von Proteinen  
Nach der Identifizierung der Proteine wurden die mit MS erhobenen Daten zur 
Bestimmung des Turnovers verwendet. Mittels der unverarbeiteten Raw-Ordner 
der einzelnen Protein-Spots und der Ergebnisse aus der Mascot-
Datenbanksuche konnte in der hausintern entwickelten ProTurnyzer Software 
der Turnover berechnet werden (Zhang, Reckow et al. 2011). Die ProTurnyzer 
Software nutzt die metabolische Markierung mit dem stabilen Isotop 15N zur 
Errechnung des Turnovers. Sie berechnet die mit 15N markierte Peptidfraktion 
(LPF) für jedes identifizierte Peptid und vergleicht sie mit der Menge an 
unmarkiertem Peptid. Die LPF ist dabei ein Maß für den Auf- und Abbau von 
Proteinen.  
Nach Berechnung der LPF mit der ProTurnyzer Software wurden manuell 
Peptide herausgefiltert, die keine saubere isotopologische Verteilung der 14N- 
und 15N-Anteile aufwiesen. Da pro Protein mehrere Peptidsequenzen gefunden 
wurden, wurde für jedes Protein der Mittelwert der gefundenen partiell 
markierten Peptidfraktionen gebildet und das Ergebnis exportiert. Die 
Turnoverunterschiede zwischen der Vehikel- und der Paroxetingruppe wurden 
als Mittelwert±Standardfehler mittels ungepaartem einseitigem Student-T-Test 
in GraphPad Software berechnet und als Box-Diagramme dargestellt. Das 
Konfidenzintervall wurde auf 95% und der Signifikanzwert auf p<0.05 
festgesetzt. 
 
3.3.8 Nachweis von Proteinen mit Western Blots 
Mit Western Blots (WB) wurden einzelne Proteine, deren Proteoforme 
signifikante Turnoverunterschiede zeigte, in ihrer Gesamtquantität zwischen 
Vehikel- und Paroxetingruppe verglichen.  
Für die Auftrennung der Proteine nach ihrer molekularen Größe wurden 1,5 mm 
12%-Acrylamidgele in Mini-Protean-Gel-Kassetten verwendet. Die Größe der 
Gele betrug 8,6 x 6,7 cm. Es wurden Kämme mit 15 Taschen in die Gele 
eingebracht. Zur vollständigen Polymerisation wurden die Gele einen Tag vor 
Gebrauch gegossen und in schützenden feuchten Tüchern im Kühlschrank bei 
+4°C über Nacht aufbewahrt.  
Die Elektrophoresekammer wurde mit TGS-Puffer gefüllt und die Gelkassetten 
eingebaut. Es wurden in jeweils eine Geltasche 30 µg des Proteingemischs der 
sechs verschiedenen Proben (drei Vehikel- und drei Paroxetinproben) auf das 
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Gel geladen. Zur Kontrolle der Größe der zu detektierenden Banden wurden in 
die Vertiefung am linken Rand 6 µl gefärbter Protein-Plus-Protein-
Standardmarker hinzugegeben. Zunächst wurde eine Spannung von 50 Volt für 
eine halbe Stunde und danach von 180 Volt angelegt. Der Lauf wurde beendet, 
wenn die Proteine sich bis zum unteren Rand hin auf dem gesamten Gel verteilt 
hatten. Anschließend wurden die Proteine mittels Elektrophorese vom Gel auf 
eine PVDF-Transfermembran übertragen. Dazu wurde die 
Elektophoresekammer mit Transferpuffer (12 g Tris Base, 60g Glycin, 800ml 
Methanol, 3200ml a.d.) gefüllt, das Gel und die Transfermembran in Whatman-
Filterpapiere eingebettet und von Gelhaltekassetten zusammengepresst. Es 
wurde für etwa zwei Stunden eine Spannung von 200 Volt angelegt. Um starkes 
Überhitzen zu vermeiden, wurde die Kammer während des Transfers in eine mit 
Eis gefüllte Wanne gestellt. Anschließend wurde die PVDF-Membran für eine 
Stunde in 50 ml TBS-T-Lösung (50mM Tris Base, 150mM Nacl, HCl bis ph=7,6 
beimischen, 0,05% Tween20) mit 5% Milchpulver sanft geschüttelt. Die 
Membran wurde mit dem ersten Antikörper gegen ausgewählte Proteine in den 
jeweiligen Konzentrationen in 10 ml TBS-T-Lösung mit 5% Milchpulver versetzt 
und für eine Stunde bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Nach einer 
Stunde wurde die Membran dreimal kurz mit TBS-T-Lösung gewaschen und 
zweimal für jeweils eine Viertelstunde in TBS-T-Lösung geschüttelt. Die Lösung 
wurde anschließend verworfen. Danach wurde die Membran mit dem zweiten 
Antikörper (gegen die Fc Region des ersten Antikörpers) in 10 ml TBS-T-
Lösung mit 5% Milchpulver versetzt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurde die Membran den gleichen Waschschritten mit TBS-T 
wie bereits nach dem ersten Antikörper unterzogen. Anschließend wurde die 
Membran für etwa 60 Sekunden mit 4 ml Luminata Forte inkubiert und Bilder 
von der Proteinbande mit chemilumineszenten Signal im ChemiDoc Scanner 
mit ImageLab Software gemacht. Dazu wurden folgende Parameter verwendet: 
Chemi High Sensitivity, Signal Accumulation Mode: 12 pictures, 5 – 60 
seconds. Die Proteinbande wurde in ein Foto der ganzen Membran eingefügt 
(Parameter: Colorimetric, 1 picture) und als .tif-Bild gespeichert.  
Zur Normalisierung der Signalstärke der einzelnen Banden wurde die Membran 
für 30 Minuten in Coomassiefärbelösung (6,5% Isopropanol, 12,5% Essigsäure, 
0,03% Coomassie stain) geschüttelt, kurz für ein paar Sekunden in 
Entfärbelösung (50% Methanol, 40% a.d., 10% Essigsäure) geschüttelt und mit 
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der Colorimetric-Einstellung im ChemiDoc fotografiert. Dadurch wurden alle 
Proteine der einzelnen Proben sichtbar gemacht und über die Signalstärke der 
Banden überprüft, dass von allen Mäusehippocampi die gleiche Proteinmenge 
genommen wurde.  
Mit der Software ImageJ wurde das Verhältnis aus Intensität einer Proteinbande 
von einer Probe und Intensität der Gesamtproteinmenge, die durch die 
Anfärbung mit Coomassie berechnet werden konnte, gebildet. Dank dieser 
Normalisierung konnten die sechs Proben untereinander in ihrer Proteinmenge 
verglichen werden.  Für beide Gruppen (Vehikel und Paroxetin) wurde so der 





4.1 Proteom-Analyse von Mäusehippocampi nach chronischer 
Paroxetingabe 
Es wurden drei Hippocampi von mit Paroxetin behandelten Mäusen mit drei 
Hippocampi von Vehikelmäusen verglichen. Die Vehikelmäuse wurden als 
cv16.3, cv17.3 und cv20.3 bezeichnet, die mit Paroxetin behandelten Mäuse als 
cp8.3, cp24.3 und cp25.3. Insgesamt wurden jeweils 68 Protein-Spots 
gefunden, die auf allen 2D-Gelen vorhanden waren. Daraus ergaben sich bei 
der MS-Analyse der Spots 3375 Proteine aus Zytoplasma und Zellorganellen 
von Neuronen und Gliazellen. Davon hatten 43 Proteine Proteoforme. Pro Spot 
wurde meist eine Mehrzahl an unterschiedlichen Proteinen identifiziert.  
Proteine und Proteoforme, die nicht in allen sechs Gelen mit mindestens zwei 
Peptidsequenzen gefunden wurden, wurden nicht weiter analysiert.  
 
4.1.1 Proteindarstellung durch 2D-Gelelektrophorese  
Insgesamt wurden sechs 2D-Gele erstellt, auf denen aus den jeweiligen 
Hippocampi extrahierte Proteine in Form von Spots dargestellt sind (siehe 
Anhang, Kapitel 8.1 2D-Gele der Vehikel und Paroxetinhippocampi). Je größer 
und intensiver angefärbt ein solcher Spot war, desto mehr Proteine beinhaltete 








Abbildung 4: 2D-Gel des Hippocampus einer Paroxetinmaus 
In der 2D-Gelektrophorese wurde das gesamte Protein in der ersten Dimension durch 
isoelektrische Fokussierung mit einem 11 cm langen IPG-Strip mit einem pH-Gradienten von 4 bis 
7 horizontal aufgetrennt. In der zweiten Dimension wurden die Proteine entlang ihres molekularen 
Gewichts (in kDa) in einem 12%-Acrylamidgel separiert. Ein Proteinstandardmarker wurde zur 
Identifizierung des Molekulargewichts der Proteine verwendet. Die Intensität der angefärbten 
Protein-Spots korreliert mit der Menge des Proteins. Das 2D-Gel ist von Maus cp24.3. 
 
In der 2D-PAGE wurden die Protein-Spots vertikal nach ihrem molekularen 
Gewicht (in kDa) und horizontal nach pH-Gradienten (von pH=4-7) aufgetrennt. 
Damit wurden Proteoforme sichtbar, die sich nebeneinander auf einer Höhe auf 
dem 2D-Gel befinden. Sie ähneln sich in ihrem molekularen Gewicht, aber 
unterscheiden sich durch ihre PTMs im pH-Wert.  
Anhand der Position der Spots auf den 2D-Gelen wurden Proteoforme und 





Abbildung 5: Markierte Protein-Spots der 2D-Gele einer Vehikel- und Paroxetinmaus  
Auf dem oberen 2D-Gel sind die für die MS-Analyse ausgewählten Spots mit Proteoformen der 
Vehikelgruppe (Maus cv16.3), auf dem unteren die der Paroxetingruppe (Maus cp8.3) rot umrandet 
und nummeriert dargestellt (X-Achse: pI = isolektrischer Punkt, Y-Achse: MW = Molekulares 
Gewicht in kDA). Links im Gel ist der ungefärbte Precision Plus Proteinstandardmarker als 
Markierung für das MW eingelassen.  Nicht alle der hier dargestellten Spots brachten Ergebnisse, 
da mittels MS nicht für alle Spots jeden 2D-Gels Proteine identifiziert wurden. Insgesamt wurden 
nach Auswertung der Proteinergebnisse 68 Spots pro Gel erfolgreich in allen Gelen verglichen. 
 
4.1.2 Massenspektrometrie-Analyse der Proteine 
Die auf den 2D-Gelen gefundenen Protein-Spots wurden mittels MS analysiert. 
Die MS Daten wurden zur Identifikation der Proteine mit der MASCOT 
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Database Search Software untersucht. Um falsch erkannte oder unsichere 
Proteinergebnisse aus der Auswertung herauszufiltern, wurden in der 
Auswertung nur diejenigen Proteine berücksichtigt, die mit mindestens zwei 
Peptidsequenzen bei der Proteindatenbanksuche mit MASCOT Daemon 
gefunden wurden. Durch Kontamination mit humanen oder murinen 
Zellbestandteilen während der Probenprozessierung wurden in einigen Proben 
Kreatin gefunden, das nicht in die Auswertung mitaufgenommen wurde.  
 
4.1.3 Nachweis von Proteinen durch Western Blots 
Nach der Analyse der Daten wurden einzelne Proteine, deren Proteoforme 
signifikant unterschiedliche Turnoverergebnissen hatten, durch WB 
nachgewiesen. In den WB wurde die Gesamtmenge des zu bestimmenden 
Proteins gemessen und zwischen Vehikel- und Paroxetinmäusen verglichen. 
Proteoforme spielten dabei keine Rolle, da die Proteine eindimensional nach 
molekularem Gewicht aufgetrennt wurden. Die Ergebnisse der WB der Proteine 
14-3-3 η, Mitofilin und Saures Gliafaserprotein werden im Kapitel 4.3 
dargestellt. 
 
4.2 Auswertung der post-translationalen Modifikationen und Unterschiede 
der Spotintensitäten 
Unterschiede in den PTMs zwischen Vehikel- und Paroxetingruppe konnten bei 
Vergleich der in beiden Gruppen vorhandenen Proteoforme nicht identifiziert 
werden. Beim visuellen Abgleich der Spotintensitäten zur Detektion von 
quantitativen Unterschieden der Proteinexpression zwischen den Gruppen 
waren ebenfalls keine Unterschiede feststellbar.  
 
4.3 Turnoverbestimmung von Proteoformen und einzelnen Proteinen 
Insgesamt hatten nach der Analyse und Berechnung des Turnovers mit 
ProTurnyzer Software (Zhang, Reckow et al. 2011) zehn Proteine einen 
signifikanten Turnoverunterschied (p<0.05) zwischen Vehikel- und 
Paroxetinmäusen in mindestens einer analysierten Proteoform.  
Durch unvollständige Ergebnisse aus der ProTurnyzer-Analyse bei nicht 
ausreichender Markierung mit 15N konnte für manche Proteine kein Turnover 






Abbildung 6: Übersicht über Protein-Spots auf 2D-Gelen mit signifikanten Turnoverunterschieden  
Das obere Bild zeigt das 2D-Gel von Vehikelmaus cv20.3, das untere das von Paroxetinmaus 
cp25.3. Markiert sind die 2D-Spots mit Proteinen, die in mindestens einem Proteoform einen 
signifikanten Turnover zwischen Kontroll- und Paroxetingruppe zeigten. Die Proteine Rho-GDP-
Dissoziationsinhibitor 1 und β-lösliches NSF-attachment Protein wurden nur in einem Spot 
gefunden, das heißt zu diesen beiden Proteinen gibt es keine Proteoforme. Augenscheinliche 
Unterschiede in der Proteoformexpression zwischen Vehikel und Paroxetin auf diesen zwei Gelen 











/ Proteoforme mit 
Turnoverunterschied 
Theoret. 
MW (kDa) / 
pI 
Zellzyklus, -Überleben und Wachstum 
14-3-3 η  1433F P68510 3 / 2 28.2 / 4.81 
Mitofilin IMMT Q8CAQ8 3 / 1 83.9 / 6.18 
Rho GDP-
Dissoziationsinhibitor 1* 
GDIR1 Q99PT1 1 / 1 23.4 / 5.10 
Energiestoffwechsel 
Isocitrat- 
Dehydrogenase α   




CH60 P63038 3 / 2 61.0 / 5.91 
T-Komplex Protein 1      
Untereinheit α TCPA2 P11983 2 / 1 60.4 / 5.82 
Untereinheit ε* TCPE P80316 1 / 1 59.6 / 5.71 




SNAB P28663 1 / 1 33.6 / 5.32 
Astrozytäre Aktivität 
Saures Gliafaserprotein GFAP P03995 9 / 2 49.9 / 5.28 
Tabelle 8: Übersicht der Proteine mit Unterschieden im Turnover  
Die Tabelle gibt eine Übersicht über die zehn Proteine mit signifikanten Turnoverunterschieden 
zwischen Vehikel- und Paroxetinmäusen in mindestens einer Proteoform. Gezeigt werden  
Proteinname, Uniprot-Kürzel des Proteins, die Uniprot-Eintragungsnummer in der Datenbank, die 
Anzahl an gefundenen Proteoformen pro Protein und die Anzahl an Proteoformen mit signifikant 
unterschiedlichen Turnoverraten. Das theoretische Molekulargewicht (MW in kDa) und der 
isoelektrische Punkt (pI) für die Proteine wurden über das ‚Swiss-Prot compute pI/MW tool‘ 
berechnet (http://expasy.org/tools/pi_tool.html). Geringe Abweichungen der berechneten MW und 
pI von den Ergebnissen der 2D-Gele sind möglich. Die mit * gekennzeichneten Proteine haben 




























Zellzyklus, -Überleben und Wachstum 
1433F  68 37 419 31 45 29 p=0.0041 ** 54 ↑ 
69 47 581 39 59 49 p>0.05 
70 56 779 49 63 52 p=0.0155 * 20 ↑ 
IMMT 4 45 793 39 
5 60 1106 43 15 2,9 p=0.0012 ** 425 ↑ 
6 49 838 39 14 13 p>0.05 
GDIR1 72 25 617 47 25 19 p=0.0169 * 29 ↑ 
Energiegewinnung  
IDH3A 52 109 2654 43 
58 10 245 21 15 13 p>0.05 
61 44 960 41 29 21 p=0.0186 * 33 ↑ 
Chaperone  
CH60 27 50 1326 48 4 5,6 p=0.0126 * 29 ↓ 
28 123 3147 56 10 8,6 p=0.0184 * 15 ↑ 
29 72 1874 49 8 6,6 p>0.05 
TCP1  
TCPA2 14 24 608 36 26 21 p=0.0156 * 24 ↑ 
15 39 945 41 47 45 p>0.05 
TCPE 14 48 842 48 42 39 p=0.0318 * 6 ↑ 
TCPQ 29 13 355 22 47 38 p=0.025 * 25 ↑ 
Neurotransmittertransport 
SNAB 55 31 811 56 42 33 p=0.0018 ** 28 ↑ 
Astrozytäre Aktivität 
GFAP 43 93 1821 60 34 11 p=0.0284 * 206 ↑ 
44 35 723 44 39 12 p=0.0013 ** 214 ↑ 
45 29 635 29 25 19 p>0.05 
46 33 658 47 
47 14 304 25 
48 17 344 32 
55 18 413 27 27 10 p>0.05 
56 9 227 16 
57 7 174 13 
Tabelle 9: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse der Proteine mit Turnoverunterschieden 
Die Spots beziehen sich auf die Nummerierung der 2D-Gele und entsprechen der Anzahl der 
Proteoforme pro Protein. Anzahl identifizierter Peptide, Protein Score, Protein Coverage (%) und 
LPF sind jeweils der Mittelwert der sechs untersuchten Mäusehippocampi. Der Protein Score 
kombiniert alle erhobenen MS-Daten, die zu Aminosäuresequenzen eines Proteins passen. Je 
höher der Score ist, desto sicherer ist die Übereinstimmung der experimentellen MS Daten mit 
Datenbankeinträgen. Die Anzahl der identifizierten Peptide gibt die Zahl der gefundenen passenden 
Peptidsequenzen zum zugehörigen Protein an. Die Protein Coverage gibt in Prozent an, wie viel 
von der Proteinsequenz identifiziert wurde. Der Turnoverunterschied (%) gibt an, um wie viel 
Prozent der Paroxetinturnover im Vergleich zur Kontrollgruppe verändert ist. Die Pfeile beziehen 
sich darauf, ob der Turnover in Paroxetinmäusen erhöht oder erniedrigt ist. Signifikante 
Ergebnisse sind dunkelblau hervorgehoben (* p<0.05, ** p<0.01). Bei Proteoformen, für die die LPF 




In den folgenden Unterkapiteln werden die Ergebnisse für die zehn Proteine 14-
3-3 η, Mitofilin, Rho-GDP-Dissoziationsinhibitor 1, Isocitrat-Dehydrogenase α, 
60kDa Hitzeschockprotein, T-Komplex Proteine 1 α, ε und θ, , β-lösliches NSF-
attachment Protein und Saures Gliafaserprotein mit signifikanten 
Turnoverunterschieden in mindestens einem 2D-Spot detailliert dargestellt.  
 
4.3.1 Zellzyklus, -Überleben und Wachstum 
4.3.1.1 Protein 14-3-3 η 
Das etwa 28 kDa große Protein 14-3-3 η (1433F) gehört zur Familie der 14-3-3 
Proteine mit sieben Isoformen, die in jeder eukaryoten Zelle vorhanden sind. 
Das heißt, die hier gefundenen 14-3-3 Proteine können sowohl aus Neuronen 
als auch aus Gliazellen gewonnen sein. Die 14-3-3 Familie bindet an eine 
Vielzahl von Signalproteinen, reguliert den Zellzyklus und spielt eine anti-
apoptotische Rolle (Fu, Subramanian et al. 2000, van Hemert, Steensma et al. 
2001, Darling, Yingling et al. 2005). Auch in der hier vorliegenden 
Proteomuntersuchung wurden neben 14-3-3 η die Isoforme 14-3-3 β, γ, ϵ, σ, ζ 
und τ gefunden. Nur Isoform 14-3-3 η zeigte allerdings einen Unterschied im 
Turnover. Sie wird vor allem in Gehirngewebe exprimiert (Martin, Rostas et al. 
1994). Unterschiede in PTMs in den Proteoformen von 14-3-3 η (beide Gruppen 
zeigten Acetylierungen) oder in der Intensität der Spots in Vehikel- oder 
Paroxetinmäusen konnten nicht detektiert werden. In der UniProt Datenbank 
sind keine Proteoforme zu 14-3-3 η bekannt (UniProt 2017).  
Die Spots 68 bis 70 waren in allen Gelen sehr intensiv angefärbt und zeigten in 
ihrer Intensität keinen Unterschied zwischen Vehikel- und Paroxetingruppe. Da 
sich die Spots etwas verschmiert darstellten, wurden sie im zentralen Bereich 
ausgestochen, um falsche Ergebnisse durch Proteine aus den eng daneben 
liegenden Spots zu vermeiden.  
Die Datenanalyse mit Mascot Database Search ergab für alle Spots 
















1433F cv16.3 68 829 45 40,2 25,955 
1433F cv17.3 68 56 3 10,6 29,1105 
1433F cv20.3 68 301 40 24,4 32,2387 
1433F cp8.3 68 376 56 41,1 43,8942 
1433F cp24.3 68 716 64 42,7 44,4884 
1433F cp25.3 68 237 12 28,5 46,2326 
1433F cv16.3 69 1671 94 55,3 44,8667 
1433F cv17.3 69 78 5 15,4   
1433F cv20.3 69 468 51 45,9 53,4255 
1433F cp8.3 69 611 67 43,9 49,4101 
1433F cp24.3 69 360 35 31,3   
1433F cp25.3 69 296 29 41,1 67,6594 
1433F cv16.3 70 1657 93 63,4 50,908 
1433F cv17.3 70 369 26 40,2 52,2018 
1433F cv20.3 70 512 67 43,5 53,9362 
1433F cp8.3 70 1138 79 65,9 68,1986 
1433F cp24.3 70 914 62 65 57,3354 
1433F cp25.3 70 85 8 14,2 63,4623 
Tabelle 10: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von 1433F 
Aus den MS-Daten der Spots 68 bis 70 konnten drei Proteoforme des Proteins 14-3-3 η in der 
MASCOT Database Search identifiziert werden. Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, 
Protein Coverage (%) und vorhandene ProTurnyzer-Turnoverdaten (LPF) sind angegeben. 
 
Abbildung 7: Turnover des Proteins 14-3-3 η 
Die Turnover (LPF) der drei Proteoforme (Spots 68 bis 70) des Proteins 14-3-3 η sind als 
Säulendiagramm dargestellt. Die jeweils linke Säule bildet den Turnover der Vehikelmäuse (veh), 
die rechte Säule den Turnover der Paroxetinmäuse (par) ab. In Spot 68 und 70 zeigte sich ein 
jeweils signifikanter Unterschied (* p<0.05, ** p<0.01). In allen drei Proteoformen war der Vehikel-




Der Turnover der Paroxetinmäuse waren sowohl in Spot 68 mit p=0.0041 um 
54% (LPF(Par)=44.87±0.7017, LPF(Veh)=29.10±3.142) als auch in Spot 70 mit 
p=0.0155 um 20% (LPF(Par)=63.00±3.144, LPF(Veh)=52.35±0.8772) 
signifikant erhöht. Der Turnover des Proteoforms aus Spot 69 hatte nur bei zwei 
Paroxetin- und zwei Vehikelmäusen Resultate im ProTurnyzer, die bei 
Berechnung keinen Unterschied in der Turnoverrate zeigten.  
Im WB von 14-3-3 η (1433F-Antikörper mit Verdünnung 1:200, zweiter 
Antikörper Anti-Goat mit Verdünnung 1:2000) wurde eine relevante Bande bei 
28 kDa detektiert. Das Ergebnis korreliert mit den gefundenen 2D-Spots. Es 
wurde der Anteil der 1433F-Menge im Vergleich zur Gesamtproteinmenge, die 
mit Hilfe von Coomassie angefärbt wurde, berechnet. Insgesamt zeigte sich 
kein quantitativer Unterschied in der Gesamtmenge an 14-3-3 η von Vehikel- 
und Paroxetinmäusen (p=0.1703, Ratio 1433F/Gesamtprotein von Vehikel: 
0.950682 ± 0.051228, von Paroxetin: 1.131185 ± 0.095201).  
 
Abbildung 8: Western Blot von 14-3-3 η  
Der WB zeigt die Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht (in kDa), von links nach rechts 
wurden die Proben der Mäusehippocampi aufgetragen (Sz=Sizemarker zur Größenüberprüfung der 
angefärbten Proteine). Das linke Bild zeigt die Coomassie-Färbung mit Darstellung aller Proteine, 
das rechte Bild die 14-3-3 η -spezifische Anfärbung. Mit dem 1433F-Antikörper konnte eine 
relevante Bande bei etwa 28 kDa dargestellt werden. Quantitativ zeigte sich kein Unterschied in der 
Gesamtmenge an 14-3-3 η von Vehikel- und Paroxetinmäusen. 
 
4.3.1.2 Mitofilin  
Das Protein Mitofilin (IMMT, MIC60 oder inneres mitochondriales 
Membranprotein) wurde in drei Spots (4, 5, und 6) detektiert. IMMT ist ein etwa 
88 kDa großes Protein der inneren mitochondrialen Membran und Teil des 
‚mitochondrial contact site and cristae junction organizing system‘ MICOS, das 
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die mitochondriale Membranstruktur und Funktion erhält (John, Shang et al. 
2005, Kozjak-Pavlovic 2017).  
Die MASCOT Database Search zeigte eine ähnliche Anzahl an gefundenen 
Peptidsequenzen von IMMT in allen Spots. Maus cp24.3 hatte im Vergleich zu 
den anderen Mäusen in allen Spots die geringste Anzahl an identifizierten 
Peptiden, der Turnover dieser Maus unterschied sich allerdings nicht.  
 









IMMT cv16.3 4 1398 60 52,2   
IMMT cv17.3 4 550 36 33,9   
IMMT cv20.3 4 468 38 37,3   
IMMT cp8.3 4 1490 70 54   
IMMT cp24.3 4 280 12 17,2   
IMMT cp25.3 4 574 56 41   
IMMT cv16.3 5 1676 75 53,9 3,3045 
IMMT  cv17.3 5 1989 97 63,1 3,1709 
IMMT cv20.3 5 652 49 42,4 2,1515 
IMMT  cp8.3 5 1180 66 45,4 18,5478 
IMMT cp24.3 5 265 11 11,6 12,8313 
IMMT cp25.3 5 873 61 44,1 13,964 
IMMT cv16.3 6 1810 90 62 13,7588 
IMMT cv17.3 6 1580 80 51,8 13,2838 
IMMT cv20.3 6 454 40 33,2 11,8866 
IMMT cp8.3 6 638 40 41,1 14,676 
IMMT cp24.3 6 203 6 10 13,643 
IMMT cp25.3 6 344 36 37,4 12,1852 
Tabelle 11: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von IMMT 
Aus den MS-Daten der Spots 4 bis 6 konnten drei Proteoforme des Proteins IMMT in der MASCOT 
Database Search identifiziert werden. Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein 
Coverage (%) und vorhandene ProTurnyzer-Turnoverdaten (LPF) sind angegeben. Spot 4 lieferte 
keine Turnoverergebnisse. In Maus cp24.3 konnten im Vergleich weniger Matches gefunden 
werden. Dieses Ergebnis korreliert nicht mit einer niedrigeren Turnoverrate in Maus cp24.3.  
 
Der Turnover des Proteoforms der Paroxetinmäuse war in Spot 5 mit p=0.0012 
um 425% signifikant erhöht (LPF(Par)=15.11±1.748, LPF(Veh)=2.876±0.3641), 
während das Proteoform aus Spot 6 keinen Unterschied in der Turnoverrate 
zeigte. Auf den 2D-Gels stellte sich Spot 5 in beiden Gruppen gleichermaßen 
als intensivster Spot der drei IMMT-Proteoforme dar. In der Uniprot Datenbank 
sind fünf Isoforme bekannt, die durch alternatives Splicing aus dem IMMT-Gen 
hervorgehen (UniProt 2017). Die Lokalisation von Spot 5 lässt vermuten, dass 
dieses Proteoform eine PTM erhalten hat, die seinen pH senkt, wie zum 
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Beispiel eine Phosphorylierung. Allerdings konnte mit MASCOT keine solche 
PTM gefunden werden.  
 
Abbildung 9: Turnover des Proteins Mitofilin 
Die Turnover (LPF) der zwei Spots, von denen der Turnover von IMMT berechnet werden konnte, 
sind als Säulendiagramme dargestellt. Die jeweils linke Säule bildet den Turnover der 
Vehikelmäuse (veh), die rechte Säule den Turnover der Paroxetinmäuse (par) ab. Das Proteoform 
von Spot 5 zeigte einen signifikanten Unterschied (** p<0.01).  
 
Im WB von IMMT (IMMT-Antikörper mit Verdünnung 1:500, zweiter Antikörper 
Anti-Mouse mit Verdünnung 1:5000) wurde eine Bande bei etwa 90kDa 
angefärbt. Es zeigte sich kein quantitativer Unterschied zwischen der 
Gesamtmenge an IMMT von Vehikel- und Paroxetinmäusen (p=0.1173, Ratio 





Abbildung 10: Western Blot von Mitofilin 
Der WB zeigt die Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht (in kDa), von links nach rechts 
wurden die Proben der Mäusehippocampi aufgetragen (Sz=Sizemarker zur Größenüberprüfung der 
angefärbten Proteinbande). Das linke Bild zeigt die Coomassie-Färbung mit Darstellung aller 
Proteine, das rechte Bild die Mitofilin-spezifische Anfärbung mit Darstellung einer relevanten 
Bande bei 90kDa, die sich in den beiden Gruppen nicht signifikant unterschied. 
 
4.3.1.3 Rho-GDP-Dissoziationsinhibitor 1 
Der Rho-GDP-Dissoziationsinhibitor 1 (GDIR1) mit einem Molekulargewicht von 
23 kDa ist ein Protein, das nur in einem 2D-Spot, Spot 72, detektiert wurde und 
für das keine Proteoforme bekannt sind (UniProt 2017). Der Turnover der 
Paroxetingruppe war im Vergleich zur Kontrollgruppe mit p=0.0169 um 29% 
signifikant erhöht (LPF(Par)=25.00±1.203, LPF(Veh)=19.34±1.316). Zu den 
Aufgaben des Proteins zählen die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts der 
GTP/GDP-Austauschfaktoren in der Zelle, die Kontrolle von deren Recycling 
und Verteilung und die Verhinderung von deren Abbau (Boulter, Garcia-Mata et 


















GDIR1 cv16.3 72 692 31 55,4 17,3284 
GDIR1 cv17.3 72 181 7 33,3 18,8814 
GDIR1 cv20.3 72 193 11 36,8 21,8165 
GDIR1 cp8.3 72 1114 40 52 26,5685 
GDIR1 cp24.3 72 1392 53 65,2 22,6365 
GDIR1 cp25.3 72 132 7 36,3 25,8016 
Tabelle 12: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von GDIR1 
Bei der MS-Analyse des Spots 72 wurde GDIR1 in der MASCOT Database Search identifiziert. 
Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein Coverage (%) und ProTurnyzer-Turnoverdaten 
(LPF) sind angegeben.  
 
Abbildung 11: Turnover des Rho-GDP-Dissozationsinhibitor 1 
Der signifikant unterschiedliche Turnover (LPF) von GDIR1 im Spot 72 ist als Säulendiagramm 
dargestellt (* p<0.05). Die linke Säule bildet den Turnover der Vehikelmäuse (veh), die rechte Säule 
den höheren Turnover der Paroxetinmäuse (par) ab. 
 
4.3.2 Energiestoffwechsel: Isocitrat-Dehydrogenase α  
Das mitochondriale Enzym Isocitrat-Dehydrogenase, Untereinheit α, (IDH3A) ist 
Teil des Citratzyklus, in dem zur Gewinnung von Energie ATP gebildet wird 
(Krebs and Johnson 1980). In Säugetieren sind drei Isoforme der Isocitrat-
Dehydrogenase bekannt (Nekrutenko, Hillis et al. 1998).  
IDH3A wurde in drei Proteoformen mit variierendem Molekulargewicht und pI 
gefunden (Spots 52, 58 und 61) und zeigte in Spot 61 einen signifikant höheren 
Turnover in Paroxetinmäusen als in Vehikeln. In der UniProt Datenbank sind 
zwei Proteoforme durch alternatives Splicing mit einem Molekulargewicht von 
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31 und 39 kDa beschrieben (UniProt 2017). Das Proteoform mit 31 kDa 
entspricht Spot 58. Das Proteoform mit 39 kDa könnte sowohl Spot 52 oder 61 
sein, die sich auf dem 2D-Gel nur durch ihren pH-Wert unterscheiden. 
Die MS-Ergebnisse der Proteoforme von IDH3A variieren stark. In Spot 58 
wurden am wenigsten Peptide gefunden. Der Turnover in Spot 61 war mit 
p=0.0186 um 33% höher (LPF(Veh)=21.25±1.902, LPF(Par)=28.66±1.486). Das 
Proteoform aus Spot 58 hatte nur in zwei Paroxetin- und zwei Vehikelmäusen 
verwertbare Daten im Proturnyzyer, die sich nicht signifikant unterschieden.  
 









IDH3A  cv16.3 52 2974 102 40,7   
IDH3A  cv17.3 52 3432 147 54,9   
IDH3A  cv20.3 52 139 7 20,8   
IDH3A  cp8.3 52 4216 173 51,6   
IDH3A  cp24.3 52 4750 200 55,2   
IDH3A  cp25.3 52 411 26 37,4   
IDH3A  cv16.3 58 491 17 30,3 10,9109 
IDH3A  cv17.3 58 450 21 39,1   
IDH3A  cv20.3 58 148 3 9 15,7371 
IDH3A  cp8.3 58 220 13 29,2 15,1497 
IDH3A  cp24.3 58 73 2 6,2   
IDH3A  cp25.3 58 88 6 13,9 14,8061 
IDH3A  cv16.3 61 1837 72 46,7 17,7176 
IDH3A  cv17.3 61 337 14 26,8 24,2408 
IDH3A  cv20.3 61 409 24 43,4 21,7915 
IDH3A  cp8.3 61 499 40 46,4 30,3765 
IDH3A  cp24.3 61 2424 95 49,5 25,7051 
IDH3A  cp25.3 61 251 21 35,8 29,9109 
Tabelle 13: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von IDH3A 
Bei der MS-Analyse der Spots 52, 58 und 61 wurden drei Proteoforme des Proteins IDH3A in der 
MASCOT Database Search identifiziert. Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein 




Abbildung 12: Turnover der Isocitratdehydrogenase α 
Der Turnover (LPF) von Spot 61 ist als Säulendiagramm dargestellt. Die linke Säule bildet den 
Turnover der Vehikelmäuse (veh), die rechte Säule den höheren Turnover der Paroxetinmäuse (par) 
ab (* p<0.05).  
 
4.3.3 Chaperone  
4.3.3.1 60kDa Hitzeschockprotein 
Das 60kDa Hitzeschockprotein (CH60 oder HSP60) mit einem 
Molekulargewicht von etwa 60kDa wurde in drei Spots (Spots 27, 28 und 29) 
gefunden. CH60 ist ein Chaperon, das an der Faltung von Proteinen in 
Mitochondrien beteiligt ist (Macario, Lange et al. 1999). 
In allen Proteoformen unterliegt CH60 in beiden Gruppen niedrigen 
Turnoverraten, auch wenn eine hohe Proteinmenge vorhanden war. Das heißt, 
CH60 wurde über den zweiwöchigen Zeitraum der 15N-Markierung in nur 
geringem Maße auf- und abgebaut. Der Turnover des Proteoforms der 
Paroxetinmäuse war in Spot 27 mit p=0.0126 um 29% signifikant niedriger 
(LPF(Par)=4.003±0.3392, LPF(Veh)=5.634±0.3214), in Spot 28 mit p=0.0184 
um 15% höher (LPF(Par)=9.855±0.3256, LPF(Veh)=8.573±0.2587). Das 
Proteoform aus Spot 29 wies keinen Unterschied in der Turnoverrate auf. Auf 
den 2D-Gels stellte sich Spot 28 in beiden Gruppen als intensivster Spot der 
drei CH60-Proteoforme dar. Proteoforme sind bisher nicht beschrieben (UniProt 
2017). Der Vergleich der gefunden PTMs ergab weder Unterschiede zwischen 
den Gruppen Vehikel/Paroxetin noch zwischen den einzelnen Proteoformen. 
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CH60 cv16.3 27 1683 55 48 5,869 
CH60 cv17.3 27 845 32 35,6 4,9977 
CH60 cv20.3 27 687 35 37,9 6,0338 
CH60 cp8.3 27 1941 73 56,2 4,446 
CH60 cp24.3 27 1765 57 62,8 3,3367 
CH60 cp25.3 27 1038 46 50,3 4,227 
CH60 cv16.3 28 3214 109 57,8 8,0585 
CH60 cv17.3 28 5742 193 57,6 8,8788 
CH60 cv20.3 28 3240 150 59,3 8,7809 
CH60 cp8.3 28 1572 52 51,8 10,4901 
CH60 cp24.3 28 2785 107 51 9,6591 
CH60 cp25.3 28 2328 128 55,8 9,4143 
CH60 cv16.3 29 3971 145 67,4 8,4114 
CH60 cv17.3 29 1567 64 52,4 4,696 
CH60 cv20.3 29 650 36 38,9 6,7044 
CH60 cp8.3 29 1372 46 45,4 9,1466 
CH60 cp24.3 29 3078 113 56,4 8,8614 
CH60 cp25.3 29 608 25 34,7 5,8979 
Tabelle 14: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von CH60 
Die MS-Daten der Spots 27 - 29 ergaben drei Proteoforme des Proteins CH60 in der MASCOT 
Database Search. Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein Coverage (%) und 
ProTurnyzer-Turnoverdaten (LPF) sind angegeben. 
 
Abbildung 13: Turnover des 60kDa Hitzeschockproteins 
Die Turnover (LPF) der drei Proteoforme sind als Säulendiagramme dargestellt. Die jeweils linke 
Säule bildet den Turnover der Vehikelmäuse (veh), die rechte Säule den Turnover der 
Paroxetinmäuse (par) ab. Das Proteoform aus Spot 27 zeigte einen niedrigeren Turnover, das aus 




4.3.3.2 T-Komplex Protein 1  
Das T-Komplex Protein 1 (TCP-1) bildet einen Ringkomplex bestehend aus 
acht verschiedenen Untereinheiten und faltet als ATP-abhängiges Chaperon 
zytoskelettale Proteine wie Aktin, Tubulin und andere Substrate (Frydman, 
Nimmesgern et al. 1992, Gao, Thomas et al. 1992, Lewis, Hynes et al. 1992, 
Yaffe, Farr et al. 1992, Yam, Xia et al. 2008, Kabir, Uddin et al. 2011, Lopez, 
Dalton et al. 2015). Drei der acht Untereinheiten (α, θ und ε) des T-Komplex 
Protein 1, die alle etwa 60kDa groß sind, zeigten im Turnover Unterschiede 
zwischen Paroxetin- und Vehikelgruppe. Die Untereinheit α (TCPA2) wurde in 
Spot 14 und 15, θ (TCPQ) in Spot 29 und ε (TCPE) in Spot 14 gefunden. Für 
TCPA2 sind zwei Proteoforme durch alternatives Splicing bekannt, für die 
beiden anderen Untereinheiten sind keine Proteoforme beschrieben, was sich 
mit den Ergebnissen der hier vorliegenden Untersuchung deckt (UniProt 2017). 
Die Turnoverrate wurde für beide gefundenen Proteoforme des Proteins TCPA2 
berechnet. Der Turnover der Paroxetinmäuse war in Spot 14 mit p=0.0156 um 
24% höher als in den Vehikelmäusen (LPF(Par)=25.74±0.9685, 
LPF(Veh)=20.82±1.476). Spot 15 ergab keinen signifikanten Unterschied.  
Ebenfalls in Spot 14 vorhanden war TCPE, dessen Paroxetinturnover mit 
p=0.0318 um 6% geringfügig höher als in den Vehikelmäusen war 
(LPF(Par)=41.68±0.6642, LPF(Veh)=39.47±0.5545). Der Paroxetinturnover von 
TCPQ war in Spot 29 mit p=0.025 um 25% höher als in den Vehikelmäusen 
(LPF(Par)=47.22±0.4430, LPF(Veh)=37.65±2.177). 
 









TCPA2 cv16.3 14 1056 29 43,3 22,5748 
TCPA2 cv17.3 14 543 27 37,2 22 
TCPA2 cv20.3 14 280 17 26,4 17,8879 
TCPA2 cp24.3 14 823 33 48 27,6656 
TCPA2 cp25.3 14 261 15 24,5 24,9495 
TCPA2 cp8.3 14 683 24 35,8 24,6018 
TCPA2 cv16.3 15 1749 65 59,5 42,3571 
TCPA2 cv17.3 15 1583 61 52,5 40,0844 
TCPA2 cv20.3 15 788 35 43,3 51,0853 
TCPA2 cp24.3 15 145 6 11,2 44,7948 
TCPA2 cp25.3 15 530 26 31,1 46,65 
TCPA2 cp8.3 15 876 42 51,3 48,5017 









TCPE cv16.3 14 1384 58 49,4 38,4747 
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TCPE cv17.3 14 842 61 49,4 40,3898 
TCPE cv20.3 14 308 31 48,2 39,5598 
TCPE cp24.3 14 1161 60 59 42,9931 
TCPE cp25.3 14 428 28 34,4 41,1849 
TCPE cp8.3 14 930 51 48,8 40,8568 









TCPQ cv16.3 29 321 12 22,8 35,4733 
TCPQ cv17.3 29 250 7 13,7 37,654 
TCPQ cv20.3 29 336 20 31,4 39,8282 
TCPQ cp24.3 29 186 4 8,8 46,7762 
TCPQ cp25.3 29 628 21 35 47,2249 
TCPQ cp8.3 29 408 12 18,2 47,6621 
Tabelle 15: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von TCPA2, TCPE und TCPQ 
Aus den MS-Daten der Spots 14, 15 und 29 wurden TCPA2, TCPE und TCPQ in der MASCOT 
Database Search identifiziert. Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein Coverage (%) 
und ProTurnyzer-Turnoverdaten (LPF) sind angegeben. 
 
 
Abbildung 14: Turnover der T-Komplex Proteine 1 α, ε und θ  
Die Turnover (LPF) der Untereinheiten des Komplex-Protein 1 sind als Säulendiagramme der 
jeweiligen Spots dargestellt (A: TCPA2, B: TCPE, C: TCPQ). Die jeweils linke Säule bildet den 
Turnover der Vehikelmäuse (veh), die rechte Säule den Turnover der Paroxetinmäuse (par) ab. Das 
TCPA2-Proteoform von Spot 14 zeigte einen signifikanten Unterschied (* p<0.05), ebenso die 
Proteine TCPE in Spot 14 und TCPQ in Spot 29 (* p<0.05). 
 
4.3.4 Neurotransmittertransport: β-lösliches NSF-attachment Protein 
In den 2D-Gelen wurde das etwa 34 kDa große β-lösliche NSF-attachment 
Protein (SNAB) im stark angefärbten Spot 55 gefunden. Es ist eine 
hirnspezifische Isoform der Gruppe der SNARE-Proteine, die für die Fusion von 
Vesikeln mit Zielorganellen zuständig sind (Whiteheart, Griff et al. 1993, 
Stenbeck 1998). SNAB wird für den Transport der Vesikel zwischen Golgi-
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Apparat und Endoplasmatischem Retikulum benötigt (Clary, Griff et al. 1990). 
Bisher sind keine Iso- oder Proteoforme von SNAB beschrieben (UniProt 2017).  
 









SNAB cv16.3 55 430 15 53,4 32,254 
SNAB cv17.3 55 299 10 30,2 31,327 
SNAB cv20.3 55 556 25 63,1 34,5941 
SNAB cp8.3 55 1538 54 65,1 44,1268 
SNAB cp24.3 55 1650 64 78,2 40,0989 
SNAB cp25.3 55 394 20 43,6 41,7358 
Tabelle 16: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von SNAB 
Aus den MS-Daten des Spots 55 wurde SNAB in der MASCOT Database Search identifiziert. Protein 
Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein Coverage (%) und ProTurnyzer-Turnoverdaten (LPF) 
sind angegeben. 
 
Der Turnover der Paroxetingruppe war in Spot 55 mit p=0.0018 um 28% 
signifikant erhöht (LPF(Par)=41.99±1.170, LPF(Veh)=32.76±0.9646). 
 
Abbildung 15: Turnover des β-lösliche NSF-attachment Protein 
Der signifikant unterschiedliche Turnover (LPF) von SNAB im Spot 55 (** p<0.01) ist als 
Säulendiagramm dargestellt. Die linke Säule bildet den Turnover der Vehikelmäuse (veh), die 
rechte Säule den Turnover der Paroxetinmäuse (par) ab. 
 
4.3.5 Astrozytäre Aktivität: Saures Gliafaserprotein  
In den 2D-Gelen wurden neun Proteoforme des sauren Gliafaserproteins 
(GFAP) gefunden. Das Intermediärfilament GFAP kommt im Gehirn in reifen 
Astrozyten vor (Onteniente, Kimura et al. 1983). Für GFAP sind mehrere 
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Isoforme mit unterschiedlichen PTMs, beispielsweise Phosphorylierungen und 
Acetylierungen, mit einer Größe von etwa 50 kDa bekannt (Middeldorp and Hol 
2011). Es spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von Astrozyten aus 
Gliazellen und beeinflusst die Aktivität und mechanische Stabilität von 
Astrozyten (McCall, Gregg et al. 1996, Menet, Gimenez y Ribotta et al. 2001).  
Unterschiede in PTMs zwischen Proteoformen der Kontroll- und 
Paroxetingruppe oder in der Intensität der Spots in Vehikel- oder 
Paroxetinmäusen konnten nicht detektiert werden. Allerdings zeigten sich Spots 
mit GFAP bei etwa 50 kDa (der bekannten Größe von GFAP) und etwa 37 kDa 
(Spots 55, 56 und 57). Diese Größe von GFAP wurde bisher in der Literatur 
noch nicht beschrieben (UniProt 2017). 
In Spots 43 und 44, die auf den 2D-Gelen sehr intensiv und proteinreich 
erschienen, wurden über MASCOT Database Search dementsprechend die 
meisten Peptide gefunden. 









GFAP cv16.3 43 1929 85 65,6 11,5283 
GFAP cv17.3 43 146 12 22,8 8,694 
GFAP cv20.3 43 1291 80 60,7 13,5897 
GFAP cp8.3 43 1930 104 70 47,2479 
GFAP cp24.3 43 4019 172 72,8 18,0477 
GFAP cp25.3 43 1613 107 70 38,1093 
GFAP cv16.3 44 2141 87 66,3 14,3324 
GFAP cv17.3 44 248 12 15,3 13,3001 
GFAP cv20.3 44 374 23 43,3 9,739 
GFAP cp8.3 44 430 32 48,8 42,1858 
GFAP cp24.3 44 781 35 50,9 39,148 
GFAP cp25.3 44 363 22 40,7 36,1128 
GFAP cv16.3 45 946 36 57,7 10,303 
GFAP cv17.3 45 597 21 37,2 32,256 
GFAP cv20.3 45 482 27 48,6 13,324 
GFAP cp8.3 45 571 30 49,1 39,3113 
GFAP cp24.3 45 744 34 50,5 13,6985 
GFAP cp25.3 45 470 26 45,3 22,7004 
GFAP cv16.3 46 827 38 54,4   
GFAP cv17.3 46 102 3 8,1   
GFAP cv20.3 46 433 25 45,3   
GFAP cp8.3 46 775 43 60,5   
GFAP cp24.3 46 1145 44 61,9   
GFAP cp25.3 46 667 44 51,9   
GFAP cv16.3 47 254 10 21,6   
GFAP cv17.3 47 206 8 16,7   
GFAP cv20.3 47 237 12 24,2   
GFAP cp8.3 47 161 9 15,3   
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GFAP cp24.3 47 692 30 46   
GFAP cp25.3 47 273 12 26,3   
GFAP cv16.3 48 281 14 29,3   
GFAP cv17.3 48 156 7 8,6   
GFAP cv20.3 48 93 6 10,7   
GFAP cp8.3 48 194 14 24,7   
GFAP cp24.3 48 1134 48 62,8   
GFAP cp25.3 48 203 12 23,3   
GFAP cv16.3 55 500 22 34,4 9,7008 
GFAP cv17.3 55 63 2 4,4   
GFAP cv20.3 55 444 23 44,9 11,1842 
GFAP cp8.3 55 887 34 46 39,8598 
GFAP cp24.3 55 707 31 41,4 9,5984 
GFAP cp25.3 55 311 19 27,9 31,1161 
GFAP cv16.3 56 414 15 26,3   
GFAP cv17.3 56 43 2 1,6   
GFAP cv20.3 56 116 8 18,1   
GFAP cp8.3 56 301 9 20   
GFAP cp24.3 56 249 9 15,6   
GFAP cp25.3 56 239 8 17   
GFAP cv16.3 57 142 4 8,8   
GFAP cv17.3 57 181 6 12,8   
GFAP cv20.3 57 196 10 19,8   
GFAP cp8.3 57 274 11 20,9   
GFAP cp24.3 57 91 2 4,7   
GFAP cp25.3 57 157 6 11,2   
Tabelle 17: MASCOT- und ProTurnyzer-Ergebnisse von GFAP 
Aus den MS-Daten der Spots 43 bis 48 und 55 bis 57 wurden neun Proteoforme des Proteins GFAP 
in der MASCOT Database Search identifiziert. Protein Score, Anzahl identifizierter Peptide, Protein 
Coverage (%) und vorhandene ProTurnyzer-Turnoverdaten (LPF) sind angegeben. 
 
Die Intensität der Spots zwischen den beiden Gruppen zeigte visuell auf den 
2D-Gelen keinen Unterschied.  
Der Turnover der Paroxetinmäuse war sowohl in Spot 43 mit p=0.0284 um 
206%  (LPF(Par)=34.47±8.624, LPF(Veh)=11.27±1.419) als auch in Spot 44 mit 
p=0.0013 um 214% (LPF(Par)=39.15±3.036, LPF(Veh)=12.46±1.391) 
signifikant erhöht. Der Turnover in Spot 45 und 55 variierte innerhalb der 
Paroxetin- und Vehikelgruppen sehr stark. In Spot 55 konnten der Turnover nur 





Abbildung 16: Turnover des sauren Gliafaserproteins  
Die berechneten Turnover (LPF) der Proteoforme von GFAP sind als Säulendiagramme dargestellt. 
Die jeweils linke Säule bildet den Turnover der Vehikelmäuse (veh), die rechte Säule den Turnover 
der Paroxetinmäuse (par) ab. In Spot 43 und Spot 44 zeigte sich ein jeweils signifikanter 
Unterschied (* p<0.05, ** p<0.01). Spot 45 zeigte stark variable Ergebnisse in beiden Gruppen, die 
Vehikelergebnisse von Spot 55 sind nur von zwei der drei Mäuse. 
 
Im WB von GFAP (GFAP-Antikörper mit Verdünnung 1:1000, zweiter Antikörper 
Anti-Rabbit mit Verdünnung 1:10000) sind zwei relevante Banden zwischen 50 
und 37 kDa detektierbar. Die gefärbte Bande bei ca. 37kDa korreliert mit den 
gefundenen 2D-Spots 55, 56 und 57. Die zweite GFAP-Bande färbte sich bei 
etwa 50kDA stark an (Spots 43 bis 48). Maus cp24.3 hatte eine etwas geringere 
Menge an GFAP als die beiden anderen Paroxetinmäuse. Dennoch zeigte sich 
insgesamt nach Normalisierung mit Hilfe von Coomassie-Färbung kein 
quantitativer Unterschied zwischen der Gesamtmenge an GFAP von Vehikel- 
und Paroxetinmäusen (p=0.2270, Verhältnis GFAP/Gesamtprotein von Vehikel: 
0.892243 ± 0.02411, von Paroxetin: 1.07685 ± 0.127198). Paroxetinmaus 
cp24.3 zeigt auch bei der Berechnung des Turnovers Abweichung gegenüber 
den anderen beiden Paroxetinmäusen, denn cp24.3 hatte auch niedrigere 





Abbildung 17: Western Blot vom sauren Gliafaserprotein 
Der WB zeigt die Auftrennung der Proteine nach Molekulargewicht (in kDa), von links nach rechts 
wurden die Proben der Mäusehippocampi aufgetragen (Sz=Sizemarker zur Größenüberprüfung der 
angefärbten Proteine). Das linke Bild zeigt die Coomassie-Färbung mit Darstellung aller Proteine, 
das rechte Bild die GFAP-spezifische Anfärbung. Mit dem GFAP-Antikörper konnten zwei relevante 
Banden zwischen 50 und 37 kDa detektiert werden, die obere Bande korreliert mit Spots 43-48, die 
untere mit 55-57. Bei Maus cp24.3 war das Signal weniger stark an als bei den anderen beiden 
Paroxetinmäusen cp8.3 und cp25.3. Es zeigte sich insgesamt kein quantitativer Unterschied 
zwischen der Gesamtmenge an GFAP von Vehikel- und Paroxetinmäusen.  
56 
 
5 Diskussion  
In der vorliegenden Arbeit wurden Hippocampi von DBA/2-Ola-Mäusen, die 
unter standardisierten Bedingungen mit dem SSRI Paroxetin behandelt wurden, 
mittels Massenspektrometrie-Analyse auf Turnoverunterschiede in 
Proteoformen und in einzelnen Proteinen im Vergleich zu Vehikelmäusen 
untersucht. Das Ziel war, Erkenntnisse über die Wirkungsweise von Paroxetin 
über serotonerge Veränderungen hinaus zu gewinnen und mögliche neue 
Ansatzpunkte für die Forschung zu bieten.  
Die Wahl des Mausstamms fiel auf DBA/2-Ola-Mäuse, da diese besonders 
empfindlich mit einer Erhöhung der Kortisolspiegel auf Stress reagieren 
(Thoeringer, Sillaber et al. 2007) und ängstliche Verhaltensmuster zeigen (Ohl, 
Roedel et al. 2003). Das eingesetzte Antidepressivum Paroxetin ist ein 
repräsentatives und potentes SSRI, das im klinischen Alltag häufig eingesetzt 
wird (DGPPN 2015). Die Behandlung der Mäuse mit Paroxetin wurde in einem 
Zeitraum von 28 Tagen durchgeführt, was im Mausmodell einer chronischen 
Behandlung entspricht. Im klinischen Alltag wird die Behandlung meist auf 
einen entsprechenden chronischen Zeitraum von mindestens vier bis sechs 
Monaten festgelegt, um eine ausreichende Wirkung der Antidepressiva zu 
gewährleisten und Rückfälle zu verhindern (Thase 1999, Nierenberg, Petersen 
et al. 2003). 
Als zu untersuchendes Hirngewebe wurde Hippocampus gewählt, da der 
Hippocampus bei depressiven Patienten durch eine unterdrückte  Neurogenese 
in seiner Funktion eingeschränkt ist (Schaaf, De Kloet et al. 2000, Wong and 
Licinio 2004, Duman and Monteggia 2006, Anacker 2014). Diese hippocampale 
Dysfunktion kann durch Antidepressiva positiv beeinflusst werden (Malberg, 
Eisch et al. 2000, Duman 2004, Alfonso, Frasch et al. 2005, Czeh and 
Lucassen 2007). 
Proteinextrakte aus zerebralen Hippocampuszellen wurden analysiert, da 
sowohl Neurone als auch Astrozyten an der Pathologie der Depression beteiligt 
sind (Gos, Schroeter et al. 2013, Rajkowska and Stockmeier 2013, Peng, 
Verkhratsky et al. 2015, Cobb, O'Neill et al. 2016). Mit der gewählten Methodik 
wurden Proteine aus Zytoplasma und aus Zellorganellen wie zum Beispiel 
Mitochondrien gewonnen. Da das Nervensystem hauptsächlich aus sauren und 
neutralen Proteinen besteht (Yang, Czech et al. 2004, Witzmann, Arnold et al. 
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2005), wurde für die Auftrennung der Proteine in der ersten Dimension ein IPG-
Strip im Bereich pH=4-7 gewählt. Zur Darstellung von Proteoformen wurden in 
der zweiten Dimension die Proteine nach Molekulargewicht aufgetrennt.  
Das Hybridmassenspektrometer LTQ Orbitrap XL mit vorgeschalteter HPLC 
liefert hochpräzise Daten von Proteingemischen, so dass keine hohen 
Fallzahlen nötig sind, um verlässliche Ergebnisse zu erhalten (Eng, McCormack 
et al. 1994, Yates, Cociorva et al. 2006), mit denen sich der Turnover und damit 
die Dynamik des Proteoms berechnen lassen (Doherty and Whitfield 2011). 
Eine Fallzahl von n=3 war in der hier vorliegenden Studie ausreichend. 
Insgesamt wurden 3375 Proteine, davon 43 mit Proteoformen, analysiert. Die 
hohe Anzahl der identifizierten Proteine erklärt sich dadurch, dass pro Spot 
meist mehrere unterschiedliche Proteine gefunden wurden. Wenn sich Proteine 
sowohl in ihrem isoelektrischen Punkt als auch in ihrem Molekulargewicht 
ähneln, befinden sie sich im gleichen Spot auf dem 2D-Gel. Angefärbt wurden 
die Proteinspots mit Coomassie Blue G-Färbung, welche bereits Proteine ab 
einer Menge von 30ng mit hoher Sensitivität detektieren kann (Neuhoff, Arold et 
al. 1988). 
Die Protein-Turnoverraten wurden in partiell 15N-markierten Hippocampi mit 
der hausinternen Software ProTurnyzer berechnet (Zhang, Reckow et al. 2011). 
Zehn Proteine zeigten einen signifikanten Turnoverunterschied zwischen 
Paroxetin- und Vehikelgruppe in mindestens einem Proteoform. Bei nicht 
ausreichender Markierung mit 15N konnte für manche Proteine kein Turnover 
berechnet werden. Dies war vor allem bei Proteinen der Fall, die nur in kleinen 
Mengen vorhanden waren und die durch einen langsamen Turnover eine 
geringe Isotopeninkorporation aufwiesen (Zhang, Reckow et al. 2011, Reckow 
and Webhofer 2014). Deswegen wurde nicht für alle in den Spots gefundenen 
3375 Proteine der Turnover berechnet.  
 
Unterschiede der post-translationalen Modifikationen, zum Beispiel 
Phosphorylierungen, Acetylierungen oder Glykosylierungen (Gooley and Packer 
1997, Smith and Kelleher 2013), haben Auswirkungen auf Proteinaktivität,  
Signaltransduktion, Proteinlokalisierung in der Zelle und Proteinabbau (Gao, Qi 
et al. 2013, Pantazatos, Andrews et al. 2015, Sehgal, Mannan et al. 2015, 
Wagner, Hartmann et al. 2015). Mit Hilfe der MASCOT Database Search 
Software wurde nach PTMs, die die unterschiedliche Position der Proteoformen 
58 
 
im 2D Gel erklären könnten, und nach PTM-Unterschieden zwischen den 
Proteoformen der Vehikel- und Paroxetingruppe gesucht. Mit PTMs können 
Proteoforme von Proteinen genauer charakterisiert werden. Die Auswertungen 
der PTMs brachten keine detektierten Unterschiede. Da im Vergleich zu 
Peptiden ohne PTMs, modifizierte Peptide meist in kleinerer Menge vorhanden 
sind, ist ihre MS-Identifikation erschwert (Mann and Jensen 2003, Olsen and 
Mann 2013).  
Für drei Proteine mit Unterschieden im Turnover einzelner Proteoforme - GFAP, 
1433F und IMMT - wurden zusätzlich zu 2D-PAGE WBs durchgeführt, um 
mögliche Unterschiede in der Gesamtmenge eines Proteins aufzudecken. Die 
2D-Spots der einzelnen Proteoforme dieser Proteine zeigten keinen 
Unterschied in der Intensität im WB. Erst die Berechnung des Turnovers ergab 
Unterschiede in der Aktivität der Proteoforme zwischen Vehikel- und 
Paroxetinhippocampi. Mit Hilfe der WBs waren ebenso wenig quantitative 
Unterschiede in der Gesamtmenge der Proteine festzustellen. Die Ergebnisse 
zeigen, dass die angewandte aufwendige Methodik - die Berechnung der 
Turnoverraten – notwendig ist, um dynamische Veränderungen im Proteom 
aufzudecken. Zum Verständnis der Wirkung von Paroxetin auf das Proteom 
reicht eine rein quantitative Untersuchung nicht aus, da weder mit WBs noch 
mit 2D-PAGE die Veränderungen der Proteinaktivität darstellbar sind.  
Bisherige Proteomikstudien zu Antidepressiva führten die reine Quantifizierung 
von Proteinen durch, wandten Metabolomik an (Khawaja, Xu et al. 2004, Berton 
and Nestler 2006, McHugh, Rogers et al. 2010, Webhofer, Gormanns et al. 
2013, Ge, Zhu et al. 2015) oder untersuchten die Transkription von Isoformen 
(Vialou, Thibault et al. 2015). Die in dieser Arbeit durchgeführte Kombination 
von Proteinexpression, -quantifizierung und Berechnung des Turnovers von 
Proteoformen in Mäusehippocampi ist eine neue Herangehensweise zur 
Untersuchung der Wirkung Paroxetins.  
 
5.1 Proteine mit signifikanten Turnoververänderungen 
Bei der Berechnung des Turnovers stand die zentrale Frage, ob nach Gabe von 
Paroxetin Proteoforme eines Proteins verändert synthetisiert werden. In der 
medizinischen Forschung können über die Berechnung des Turnovers neue 
Informationen über Biomarker gewonnen werden, die über die reine 
Proteinquantifizierung hinausgehen, da Veränderungen der Protein-Expression 
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schneller und genauer über den Turnover gemessen werden kann (Zhang, 
Reckow et al. 2011). Ein höherer Turnover von Proteinen in den mit Paroxetin 
behandelten Mäusen im Vergleich zu Vehikelmäusen weist darauf hin, dass das 
Protein durch die Behandlung vermehrt synthetisiert wird.  
Alternativ zur Berechnung des Turnovers, könnte direkt das Transkriptom, also 
die mRNA-Transkripte als Vorstufe der Proteinexpression, nachgewiesen und 
quantifiziert werden, um die dynamischen Änderungen des Proteoms 
darzustellen. Allerdings besteht zwischen Konzentration an mRNA-Transkripten 
und Proteinexpression häufig keine direkte Korrelation. Ob mRNA translatiert 
wird, hängt von diversen Faktoren ab. Dazu zählt vor allem die ribosomale 
Aktivität (Anderson and Seilhamer 1997, Chen, Gharib et al. 2002, Mehra, Lee 
et al. 2003). Die Bestimmung der Turnoverraten ist aufgrund der ungenügenden 
Korrelation zwischen mRNA-Level und Menge an Proteintranslation die 
Methode der Wahl, um dynamische Änderungen der Proteinexpression unter 
Paroxetinbehandlung darzustellen.   
Im folgenden Abschnitt werden die Proteine mit signifikanten 
Turnoververänderungen und ihre Rolle im Krankheitsbild der Depression 
diskutiert.  
 
5.1.1 Astrozytäre Aktivität 
Das Intermediärfilament Saure Gliafaserprotein aus Astrozyten zeigte in der 
hier vorliegenden Studie in zwei von neun gefundenen Proteoformen einen um 
etwa 200% höheren Turnover in der Paroxetingruppe im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. In der Literatur sind bisher acht Isoforme von GFAP 
beschrieben, deren Bedeutung allerdings noch nicht ausreichend verstanden 
wird (Middeldorp and Hol 2011). Zu den beiden Proteoformen, die in dieser 
Studie einen signifikant erhöhten Turnover zeigten, kann deswegen leider noch 
keine befriedigende Erklärung abgegeben werden. Dazu benötigt es weitere 
Untersuchungen zu den einzelnen Iso- und Proteoformen. Es bleibt außerdem 
noch zu beantworten, welche Rolle die 37kDa schweren Proteoforme von 
GFAP spielen, da in der Literatur bisher nur die Proteoforme mit etwa 50kDa 
beschrieben sind (UniProt 2017). Die leichteren GFAP-Proteoforme könnten 
beispielsweise durch alternatives Splicing entstanden sein. Sie wurden sowohl 
bei Vehikel- als auch bei Paroxetinmäusen gefunden und der Turnover dieser 
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drei Proteoforme unterschied sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. Das 
heißt, sie scheinen nicht spezifisch von Paroxetin moduliert zu werden.  
Auch ohne klinische Einordnung der einzelnen Proteoforme, deuten die 
Ergebnisse der signifikanten Turnoverunterschiede in zwei Proteoformen darauf 
hin, dass Paroxetin nicht nur auf neuronaler, sondern auch auf astrozytärer 
Ebene Veränderungen bewirkt. Der Turnover von GFAP als astrozytärer Marker 
in den Paroxetinmäusen lässt auf eine verstärkte astrozytäre Modulation nach 
Paroxetineinnahme folgern. Ob auf den 2D-Gelen und im WB auch noch ein 
quantitativer Unterschied nach einer längeren Phase der Paroxetingabe 
aufgefallen wäre, muss noch untersucht werden.   
GFAP wird als astrozytärer Zellmarker verwendet (Sofroniew and Vinters 2010), 
spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Astrozyten aus Gliazellen, 
beeinflusst als zytoskelettales Protein die mechanische Stabilität von Astrozyten 
(McCall, Gregg et al. 1996, Menet, Gimenez y Ribotta et al. 2001, Simard, 
Arcuino et al. 2003) und führt so zu einer schnelleren Regeneration der 
Nervenzellen (Triolo, Dina et al. 2006). Astrozyten sind nicht nur ein statisches 
Zellskelett im zentralen Nervensystem, sondern aktiv an der Plastizität des 
Gehirns beteiligt. Neurone sind in ihrer Funktionalität auf die Zusammenarbeit 
mit Astrozyten angewiesen, denn Astrozyten regulieren unter anderem den 
Glucose-Metabolismus, die Entwicklung der Blut-Hirn-Schranke und der 
Synapsen (Simard, Arcuino et al. 2003, Pascual, Casper et al. 2005, Theodosis, 
Poulain et al. 2008, Kimelberg and Nedergaard 2010, Blumenthal, Hermanson 
et al. 2014, Jha, Lee et al. 2016) und den Neurotransmitter-Uptake, vor allem 
von Glutamat (Hughes, Maguire et al. 2004). Astrozyten koordinieren die 
neuroinflammatorische Antwort auf Traumata oder zerebrären Stress (Faulkner, 
Herrmann et al. 2004). Studien zu den Aufgaben der Astrozyten im neuronalen 
Kontext kommen zu dem Schluss, dass Astrozyten eine wesentliche Rolle beim 
Prozess von neuronalen Erkrankungen spielen, zum Beispiel bei 
neurodegenerativen Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose (Mayo, Trauger 
et al. 2014) oder Morbus Alzheimer (Blumenthal, Hermanson et al. 2014). 
Während in neurodegenerativen Erkrankungen eine reaktive Astrogliose mit 
hohen GFAP-Werten als Zeichen der Reaktion auf Neuroinflammation 
stattfindet, zeigen sich in post-mortem Studien zur Depression keine 
Astrogliose, eine Verringerung der Expression von GFAP (Muller, Lucassen et 
al. 2001, Gosselin, Gibney et al. 2009, Rajkowska and Stockmeier 2013) und im 
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Hippocampus eine Reduktion der Astrozytendichte (Gos, Schroeter et al. 2013). 
In einem Review von Czeh et al. wird gesagt, dass Antidepressiva Astrozyten in 
ihrer Funktion als Stabilisatoren der Synapsen aktivieren und an hippocampaler 
Neurogenese beteiligt sind (Czeh and Di Benedetto 2013), so auch das 
trizyklische Antidepressivum Imipramin, das SSRI Fluoxetin und das SNRI 
Venlafaxin (Cabras, Saba et al. 2010, Iwata, Shirayama et al. 2011).  
Die Auswirkung von Antidepressiva auf die GFAP-Expression wird in der 
Literatur kontrovers diskutiert. Bei nicht mit Antidepressiva behandelten 
Patienten mit einer Depression reduzierte sich die Anzahl der GFAP-positiven 
Astrozyten im Hippocampus, während nach Behandlung mit Antidepressiva die 
Astrozytendichte der Kontrollgruppe glich (Cobb, O'Neill et al. 2016). In der 
Studie von Cobb bleibt die Frage offen, ob die Antidepressiva die Reduktion der 
Astrozytendichte verhinderten oder sie wieder aufbauten. Araya-Callis et al. 
untersuchten den Effekt des SSRIs Citalopram auf Mäuse, die chronischem 
Stress ausgesetzt waren. GFAP wurde wie zu erwarten in den chronisch 
gestressten Mäusen herunterreguliert. Citalopram konnte diesen Effekt nicht 
verhindern (Araya-Callis, Hiemke et al. 2012). Allerdings wurde hier nur 
quantitativ mittels WB die GFAP-Expression verglichen und nicht der Turnover 
bestimmt.  
In Studien, in denen der Effekt von Paroxetin auf Stammzellen untersucht 
wurde, wurde eine Expressionsreduktion von GFAP beobachtet (McHugh, 
Rogers et al. 2008, Jahromi, Razavi et al. 2016). Diese beiden Studien sind nur 
bedingt mit der vorliegenden Untersuchung vergleichbar, da sie nicht mit 
Mäusen sondern Stammzellen durchgeführt wurden und somit keinen in vivo 
Effekt von Paroxetin nachweisen. In Studien zu GFAP-knockout Mäusen war 
die neuronale Regeneration im Hippocampus nach einem Trauma beachtlich 
besser als im GFAP-Wildtyp (Ribotta, Menet et al. 2004, Wilhelmsson, Li et al. 
2004). Allerdings geht es in diesen Studien um traumatische Läsionen und nicht 
um Erkrankungen aus dem psychiatrischen Formenkreis. Es bedarf weiterer 
Forschung zur Pathologie der Astrozyten in der Depression, um zu klären, 
inwieweit reaktive Astrozyten für umgebende Neurone schädlich oder von 
Vorteil sind.  
Um die astrozytäre Reaktion auf Paroxetin genauer einordnen zu können, sollte 
in zukünftigen Studien nach weiteren Veränderungen in astrozytären Proteinen 
wie zum Beispiel dem Intermediärfilament Vimentin (Dahl and Bignami 1985) 
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oder S100B (Gos, Schroeter et al. 2013), die nicht in allen der hier untersuchten 
Mäuse ausreichend quantitativ erfasst werden konnten, gesucht werden.  
 
5.1.2 Rolle der Mitochondrien 
Neben Turnoververänderungen in zytoplasmatischen Proteinen, wurden 
Veränderungen in drei mitochondrialen Proteinen gefunden. Mitofilin, 60kDa 
Hitzeschockprotein und Isocitrat-Dehydrogenase α zeigten signifikant höhere 
Turnover in Paroxetinmäusen. Andere Studien konnten aktivierende Effekte auf 
Mitochondrien bei Behandlung mit Antidepressiva unterschiedlicher 
Substanzklassen feststellen. Mit dem gleichen Mausstamm DBA/2-Ola wie in 
der hier vorliegenden Studie konnten Webhofer et al. mit Metabolomik-
Untersuchungen unter anderem erniedrigte Spiegel von Metaboliten des 
Citratzyklus und eine Erhöhung der Energielevel der Neuronen nach 
chronischer Verabreichung von Paroxetin nachweisen (Webhofer, Gormanns et 
al. 2013). Glombik et al. zeigten im Rattenmodell ebenfalls eine quantitative 
Hochregulierung verschiedener mitochondrialer Enzyme, darunter IDH3A, bei 
Behandlung mit Tianeptin, einem atypischem Antidepressivum (Glombik, 
Stachowicz et al. 2016). Scaini et al. wiesen eine Aktivierung der 
mitochondrialen Atmungskette in Mäusen nach, denen für 15 Tage das TCA 
Nortryptilin, das SNRI Venlafaxin oder das SSRI Paroxetin zugeführt wurden 
(Scaini, Maggi et al. 2011). Es bleibt zu klären, ob die mitochondrialen 
Veränderungen das therapeutische Ziel der Antidepressiva sind oder ob sie 
Begleiterscheinungen spezifischer Antidepressiva sind. 
 
Das mitochondriale Protein IMMT ist essentiell für die Funktion der Neuronen 
(Van Laar, Berman et al. 2016). Es ist Teil des ‚mitochondrial contact site and 
cristae junction organizing system‘ MICOS, das die mitochondriale 
Membranstruktur und Funktion erhält und an der inneren mitochondrialen 
Membran lokalisiert ist (Kozjak-Pavlovic 2017). An der inneren Membran ist 
IMMT an der Bildung von Invaginationen, den Cristae, beteiligt, die die 
Oberfläche der Mitochondrienmembran erhöhen und dadurch eine vermehrte 
oxidative Phosphorylierung und ATP-Synthese zur Energie-gewinnung der Zelle 
ermöglichen (Gilkerson, Selker et al. 2003, John, Shang et al. 2005). 
Gleichzeitig bildet IMMT Kontaktstellen mit der äußeren Membran, über die es 
mit Proteinen im Zytoplasma kommuniziert (Hessenberger, Zerbes et al. 2017). 
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Die Herunterregulation von IMMT bewirkt die Bildung von strukturell instabilen 
Riesenmitochondrien, die eine reduzierte Funktion besitzen und weniger 
Energie für die Zelle gewinnen (Bohnert, Wenz et al. 2012, Ott, Dorsch et al. 
2015, Yang, Sun et al. 2015, Li, Ruan et al. 2016). Durch diese abnorme 
mitochondriale Funktion bei der Herunterregulation von IMMT ist die zelluläre 
Proliferation vermindert und die Apoptoserate erhöht. Während Mutationen von 
IMMT durch veränderte Bindung an andere Proteine mit neurodegenerativen 
Erkrankungen wie dem familiären Parkinson-Syndrom in Verbindung stehen 
(Wang, Winter et al. 2011), ist bisher kein Zusammenhang zur Depression oder 
zu Antidepressiva bekannt. In den hier durchgeführten Experimenten zeigte 
IMMT in einer von drei Proteoformen einen signifikant um 435% erhöhten 
Turnover in den mit Paroxetin behandelten Mäusen. Quantitativ war kein 
Unterschied nachzuweisen. Eine Erhöhung des Turnovers von IMMT unter 
Paroxetingabe deutet auf eine Modulation der mitochondrialen Aktivität in 
hippocampalen Zellen hin. Dafür sprechen auch Studienergebnisse aus 
Metabolomik-Untersuchungen, in denen erniedrigte Spiegel von Enzymen der 
oxidativen Phosphorylierung mit einem Shift zur aeroben Energiegewinnung 
unter antidepressiver Therapie von Mäusen festgestellt wurden (Filiou, 
Webhofer et al. 2012, Webhofer, Gormanns et al. 2013).  
Um IMMT und seine Modulation durch Paroxetin besser verstehen zu können, 
müssten IMMTs Interaktionen mit Proteinen, die an neurodegenerativen 
Vorgängen und an mitochondrialen Abläufen wie dem Signalweg des 
mitochondrial induzierten Zelltods in Folge von Stress beteiligt sind, näher 
erforscht werden.  
 
Das mitochondriale Chaperonin CH60 gehört zu der Familie der 
Hitzeschockproteine (Macario, Lange et al. 1999). HSPs spielen eine 
neuroprotektive Rolle, da sie in ihrer Funktion als Chaperone neuronale 
Plastizität fördern (Nedivi, Hevroni et al. 1993, Hong, Li et al. 2004). Durch den 
Abbau falsch gefalteter Proteine schützen sie Zellen vor dem Zelltod durch 
oxidativen Stress, Hitze, Toxine, Infektionen, Traumata, Ischämien und anderen 
Stressoren (Lindquist and Craig 1988, Morimoto and Santoro 1998, Lin, Lin et 
al. 2001, Arya, Mallik et al. 2007). In der hier vorliegenden Untersuchung 
unterliegt CH60 in beiden Gruppen einem niedrigen Turnover. In einer 
Proteoform war der Turnover der Vehikelgruppe um 29% niedriger als in der 
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Paroxetingruppe, in einer anderen Proteoform um 15% höher. Da die Aufgaben 
und Unterschiede der Proteoforme von CH60 nicht bekannt sind, können zum 
aktuellen Zeitpunkt die Unterschiede in den Turnoverraten der einzelnen 
Proteoforme noch in keinen klinischen Kontext eingeordnet werden. Allgemein 
verhindert das Protein CH60 Proteindenaturierung und fördert die Neufaltung 
von geschädigten Proteinen nach zellulärem Stress (Bozner, Wilson et al. 2002, 
Boyd-Kimball, Sultana et al. 2005, Chan, Cheng et al. 2007). CH60 bildet einen 
Komplex mit HSP10, der essentiell für das Überleben von Neuronen ist 
(Bottinger, Oeljeklaus et al. 2015). So konnte bei Alzheimer-Patienten post-
mortem eine erniedrigte CH60-Expression festgestellt werden (Yoo, Kim et al. 
2001). Die Spiegel von CH60 können als Reaktion auf Stressbedingungen wie 
neoplastischen oder autoimmunen Vorgängen in der Zelle ansteigen 
(Nakamura and Minegishi 2013). Bei Patienten mit bipolarer Störung wird die 
Erhöhung der Serumspiegel von HSPs in der akuten Krankheitsphase als 
Zeichen der Immunaktivierung gewertet (Stertz, Fries et al. 2015). Allerdings ist 
der genaue Zusammenhang von HSPs und psychiatrischen Erkrankungen noch 
nicht ausreichend untersucht.  
 
5.1.3 Paroxetins Wirkung auf neuronales Überleben 
Neben den mitochondrialen Proteinen waren in weiteren Proteinen, die positive 
Auswirkungen auf das Zellüberleben haben, veränderte Turnoverraten 
vorhanden. Die Proteine 14-3-3 η, Rho-GDP-Dissoziationsinhibitor 1, β-
lösliches NSF-attachment Protein und die Untereinheiten α, ε und θ des 
Chaperons T-Komplex Protein 1 sind alle am Wachstum und Überleben der 
Zellen beteiligt. Die erhöhten Turnoverraten unter Paroxetingabe zeigen 
Paroxetins modulatorische Wirkung auf zellzyklus-fördernde Proteine.  
 
In zwei der vier Proteoformen des Proteins 14-3-3 η war der Turnover der 
Paroxetingruppe um  54% und um 20% signifikant erhöht. 14-3-3 η gehört zur 
Familie der 14-3-3 Proteine, die ebenfalls über zahlreiche Interaktionen mit 
anderen Proteinen anti-apoptotisch und zellzyklus-fördernd wirken (Fu, 
Subramanian et al. 2000, van Hemert, Steensma et al. 2001, Darling, Yingling 
et al. 2005) und eine wichtige Rolle bei hippocampaler Langzeitpotenzierung 
und Konsolidierung von Gedächtnisinhalten zu spielen scheinen (Qiao, Foote et 
al. 2014). Die Isoforme der 14-3-3 Proteine sind sich alle sehr ähnlich und bis 
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jetzt wurden nur wenige spezifische Funktionen der einzelnen Isoforme 
entdeckt, so dass noch nicht klar ist, warum die Zellen so viele Isoforme 
besitzen (Dougherty and Morrison 2004). Die Proteoforme der einzelnen 14-3-3 
Proteine sind in ihrer Funktion nicht erforscht. Hirngewebe hat die höchste 
Konzentration an 14-3-3 Proteinen. Sie machen etwa 1% aller löslichen 
Hirnproteine aus (Moore 1967). Dadurch kann man sie auch im Liquor 
bestimmen, was man sich diagnostisch bei Prionenerkrankungen wie 
Creutzfeldt-Jakob zu Nutze macht (Hsich, Kenney et al. 1996, Baxter, Fraser et 
al. 2002, Green 2002). Generell sind Dysregulationen der 14-3-3 Proteine durch 
post-translationale Phosphorylierung, die deren Aktivität herabsetzt, mit 
weiteren neurodegenerativen Erkrankungen, unter anderem der Alzheimer 
Demenz, assoziiert (Dougherty and Morrison 2004). Spezifisch für 14-3-3 η ist 
bekannt, dass die Depletion von 14-3-3 η  pro-apoptotisch wirkt (Park, Han et 
al. 2014). Es reguliert sowohl alpha-Synuclein als auch Parkin, die beide bei 
Dysfunktion zum familiären Parkinson führen (Sato, Chiba et al. 2006, McFerrin, 
Chi et al. 2017). Ein Zusammenhang mit der Wirkung von Antidepressiva ist 
bisher nicht beschrieben. 
 
Für Protein GDIR1 wurden keine Proteoforme identifiziert, da es nur in einem 
Spot gefunden wurde. Der Turnover war um knapp 30% höher in Paroxetin- als 
in Vehikelmäusen. GDIR1 fällt eine essentielle Rolle in der Aufrechterhaltung 
des Gleichgewichts der Rho-Proteine, der sogenannten Guaninnukleotid-
(GTP/GDP)-Austauschfaktoren, zu, denn es kontrolliert deren Recycling und 
Verteilung und verhindert deren Abbau (Boulter, Garcia-Mata et al. 2010). Rho-
Proteine kontrollieren verschiedene Zellaktivitäten wie Migration, Polarität, 
Proliferation, Differenzierung und Überleben von Zellen (Etienne-Manneville 
and Hall 2002, Burridge and Wennerberg 2004, Cernuda-Morollon and Ridley 
2006). Carboni et al. wiesen nach, dass das Gen ARHGDIA, das GDIR1 
kodiert, unter chronischer Behandlung mit dem SSRI Fluoxetin hochreguliert 
wird (Carboni, Vighini et al. 2006). McHugh et al. zeigten mittels 2D-PAGE eine 
vermehrte Expression von GDIR1 in Rattenhippocampi nach 
Paroxetinbehandlung (McHugh, Rogers et al. 2010). Allerdings wurden in 
McHughs Studie nur visuelle Unterschiede in der Spotintensität zwischen 
Kontroll- und Paroxetingruppe und nicht der Turnover berechnet. Die rein 
visuellen Spotintensitätsunterschiede konnten in der hier durchgeführten Studie 
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nicht nachgewiesen werden, da sich der Spot mit GDIR1 in seiner 
Anfärbeintensität nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen unterschied. 
Erst bei Berechnung des Turnovers zeigte sich ein erhöhter Turnover von 
GDIR1 in den Paroxetinmäusen.  
 
Neben dem Chaperon CH60 zeigte das Chaperon T-Komplex Protein 1 in drei 
Untereinheiten Unterschiede im Turnover. TCP-1 bildet einen Ringkomplex 
bestehend aus acht verschiedenen Untereinheiten und faltet als ATP-
abhängiges Chaperon zytoskeletale Proteine wie Aktin, Tubulin und andere 
Substrate (Frydman, Nimmesgern et al. 1992, Gao, Thomas et al. 1992, Lewis, 
Hynes et al. 1992, Yaffe, Farr et al. 1992, Yam, Xia et al. 2008, Kabir, Uddin et 
al. 2011, Lopez, Dalton et al. 2015). Es nimmt dadurch eine schützende Rolle 
durch Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase und Verhindern der 
Anhäufung falsch gefalteter Proteine bei oxidativem Stress ein (Kane, Konu et 
al. 2004). Mutationen des TCP1-Komplexes sind mit Alzheimer und Parkinson 
als Proteinaggregationskrankheiten assoziiert (Lopez Salon, Morelli et al. 2000, 
McNaught and Jenner 2001, Schuller, Gulesserian et al. 2001). Die Ergebnisse 
der Turnoverraten zeigen in den untersuchten Paroxetinmäusen zwar in allen 
Untereinheiten von TCP-1 höhere Turnoverraten, allerdings ist die Signifikanz 
des Unterschiedes zwischen Vehikel- und Paroxetingruppe mit p=0.038 bei 
TCPE und p=0.025 bei TCPQ nicht sehr hoch. Mit der Depression wurde dieses 
Protein bisher nicht in Zusammenhang gebracht. 
 
Der Turnover von SNAB in Paroxetinmäusen war um 28% höher als in der 
Kontrollgruppe. Paroxetin scheint somit zu einer vermehrten Aktivität von SNAB 
im Hippocampusgewebe zu führen. SNAB gehört zur Familie der SNARE-
Proteine und wird für den Transport der Vesikel zwischen Golgi-Apparat und 
Endoplasmatischem Retikulum benötigt (Clary, Griff et al. 1990). Außerdem 
kann es bei hoher Synapsenaktivität das Recycling der Vesikel nach 
Neurotransmitter-Release an der Präsynpase beschleunigen, was zu einer 
schnelleren Fusion neuer Neurotransmitter-Vesikel mit der Synapse führt 
(Burgalossi, Jung et al. 2010). Im Tierversuch mit Ratten, die über sieben 
Wochen chronischem Stress ausgesetzt waren, wurde SNAB mit 
Stressresilienz assoziiert. Die gestressten Ratten, die weniger depressive 
Symptome wie Anhedonie unter Dauerstress zeigten, also stressresistent 
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waren, zeigten eine erhöhte SNAB-Expression im ventralen Hippocampus 
(Bisgaard, Jayatissa et al. 2007). Andere Proteine aus der Familie des SNARE-
Komplexes stehen bereits mit der Depression in Verbindung, zum Beispiel 
Genvarianten des Proteins SNAP25 (Wang, Wang et al. 2015). Die 
Herunterregulation von SNAB lässt sich in neurodegenerativen Erkankungen 
wie Prionenerkrankungen (Lin, Zhao et al. 2015), Morbus Alzheimer und dem 
Down-Syndrom (Yoo, Cairns et al. 2001) nachweisen. SNAB ist somit ein 
weiteres Protein, das eine wichtige Rolle im Überleben von Neuronen spielt und 
von Paroxetin in seiner Aktivität beeinflusst wird.   
 
Eine erhöhte Expression von drei der hier gefundenen Proteine wurde in einer 
Studie zu körperlicher Aktivität festgestellt. Der Turnover wurde dabei allerdings 
nicht bestimmt. Körperliches Training besitzt einen bekannten antidepressiven 
und Neurogenese fördernden Effekt (Ernst, Olson et al. 2006, Wegner, Helmich 
et al. 2014, Kandola, Hendrikse et al. 2016, Netz 2017, Schuch, Deslandes et 
al. 2017). Ding et al. führten eine Studie zu körperlichem Training von Ratten 
durch (Ding, Vaynman et al. 2006). In der Studie waren das astrozytäre Protein 
GFAP und die Chaperone TCP-1 und CH60, welche alle drei mit 
Neuroplastizität in Verbindung stehen, im Rattenhippocampus nach freiwilligem 
sportlichen Training im Hamsterrad über einen Zeitaum von fünf Tagen erhöht 
exprimiert. Das SSRI Paroxetin und körperliches Training scheinen eine 
zumindest teilweise Überlappung der Modulationsveränderungen im 
hippocampalen Proteom zu besitzen.  
 
5.2 Ausblick 
Die Ergebnisse der Turnoverberechnungen zeigen, dass Paroxetin für das 
Zellüberleben essentielle Proteine in ihrer Aktivität moduliert. Als nächster 
Schritt wäre interessant zu untersuchen, ob die erhöhten Turnoverraten der 
gefundenen Proteine mit einem Erfolg der Therapie korrelieren. Bei Mäusen 
könnte man das zum Beispiel mit der Durchführung eines Forced Swim Tests 
(FST) herausfinden (Porsolt, Bertin et al. 1977). Dabei teilt man die Mäuse je 
nach Verhalten im FST in Low Responder und High Responder ein (Park, 
Dournes et al. 2016). Wenn die behandelten Mäuse im FST im Vergleich zu vor 
der Behandlung besser abschneiden (also High Responder sind) und sich in 
ihren Hippocampi wieder erhöhte Turnoverraten der hier identifizierten Proteine 
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detektieren lassen, so ließe sich daraus folgern, dass die erhöhten 
Turnoverraten, ob generell oder nur in einer bestimmten Proteoform, als ein 
Erfolgsmarker der Therapie herangezogen werden könnten.   
Als Nachteil der hier vorliegenden Studie kann die niedrige Zahl an 
untersuchten Mäusen angebracht werden (n=3). Für eine höhere Signifikanz 
und Einordnung der Ergebnisse könnten weitere Studien mit höherer Anzahl an 
Mäusen durchgeführt werden. Außerdem wurden nur Hippocampi von 
männlichen Mäusen verwendet (Webhofer, Gormanns et al. 2013). Da die 
Depression bei Frauen häufiger auftritt (Kessler 2003, Kuehner 2003), wäre 
interessant zu untersuchen, ob bei weiblichen Mäusen die gleichen Ergebnisse 
gefunden werden. Darüber hinaus könnten die Untersuchungen auf andere an 
der Pathogenese der Depression beteiligten Hirnregionen, wie zum Beispiel 
dem präfrontalen Kortex (Koenigs and Grafman 2009) oder dem Nucleus 
accumbens (Shirayama and Chaki 2006), erweitert werden, um zu klären, ob 
die Ergebnisse spezifisch für den Hippocampus sind.  
Darüber hinaus wäre es möglich, unter ähnlich standardisierten Labor- und 
Behandlungskonditionen andere Psychopharmaka wie SNRIs und TCAs oder 
andere Therapieformen auf Turnoververänderungen zu untersuchen und mit 
den hier vorliegenden Ergebnissen von Paroxetin zu vergleichen. 
Ob die gefundenen Unterschiede in den Turnoverraten auch bei 
Untersuchungen am Menschen aufweisbar sind, lässt sich bei Übertragung des 
Mausmodells auf den Menschen nur post-mortem feststellen, da 
Hippocampusgewebe entnommen werden müsste. Es müsste getestet werden, 
ob die Proteine stattdessen aus Blut oder Liquor extrahierbar wären. Das wäre 
notwendig, um sie als Biomarker in der Therapie anwenden zu können. In der 
Vergangenheit wurden zum Beispiel mit Erfolg Proteine aus Thrombozyten 
depressiver Patienten extrahiert. So konnte ein erniedrigter Proteinspiegel von 
T-Komplex Protein 1 β in Thrombozyten depressiver Patienten nachgewiesen 
werden (Huang, Sung et al. 2014), eine Untereinheit des Proteins, die im 
Gegensatz zu anderen Untereinheiten in der hier durchgeführten Untersuchung 
nicht auffällig war. Die Untersuchung von Thrombozyten depressiver Patienten 
unter Antidepressiva-Therapie könnte ein Ansatz sein, um 
Turnoververänderungen von Proteinen zu detektieren, die auch zentral eine 





Mit der hier vorliegenden Studie wurden durch Paroxetin ausgelöste bisher 
unbekannte Turnoverunterschiede in Proteoformen aufgedeckt. Die Aufgaben 
der einzelnen Proteoforme der Proteine sind bislang nicht geklärt. Die 
Möglichkeit einer genaueren klinischen Einordnung der Proteoforme wäre 
wünschenswert, um Paroxetins Wirkung noch besser zu verstehen. Bisher 
fokussiert sich die Interpretation der Ergebnisse auf die Proteine selbst und 
weniger auf die Proteoforme, die in zukünftiger Forschung zu charakterisieren 
sind. Weitere Studien zu Turnoververänderungen in Proteinen und 
Proteoformen können das Wissen um die Wirkung antidepressiver Therapien 
auf die Proteom-Dynamik zerebraler Zellen erweitern. Mit der Anwendung von 
Proteomik in der psychiatrischen Forschung durch Untersuchungen mit 
etablierten standardisierten Mausmodellen können neue Hypothesen der 
Ätiologie der Depression und der Wirkung von Medikamenten mit potentiellen 
neuen Zielmolekülen entwickelt werden. Von neuen Biomarkern, mit denen der 
Therapieerfolg frühzeitig eingeschätzt werden kann, könnten Patienten durch 
die Möglichkeit einer zügigen Therapieanpassung profitieren. Die hier 
durchgeführte Studie ist dabei ein Schritt zum besseren Verständnis der durch 






Die Depression ist eine weit verbreitete psychische Erkrankung, die Betroffene 
in ihrer Lebensqualität stark beeinträchtigt. Die Psychopharmakotherapie der 
unipolaren Depression wird häufig mit Antidepressiva, die eine Hemmung der 
Serotonin-Wiederaufnahme im synaptischen Spalt bewirken, durchgeführt. Das 
therapeutische Ansprechen tritt erst verzögert nach zwei bis vier Wochen nach 
Therapiebeginn ein, wodurch der Leidensdruck der Patienten sehr hoch ist. 
Neben der Erhöhung des Serotoninspiegels setzen Antidepressiva weitere noch 
unzureichend verstandene Langzeiteffekte und Anpassungsvorgänge auf 
genetischer Ebene und über Second-Messenger-Systeme in Zellen in Gang, 
die den späten therapeutischen Effekt erklären könnten. In der vorliegenden 
Studie wurden Veränderungen von dynamischen molekularen und zellulären 
Prozessen in DBA/2-Ola-Mäusen, die das repräsentative SSRI Paroxetin 
erhielten, mit Hilfe von Proteomik-Hochleistungstechnologie untersucht. Auf der 
Suche nach Unterschieden in der Expression von Proteoformen und im 
Turnover wurde Hippocampusgewebe von über einen Zeitraum von 28 Tagen 
chronisch mit Paroxetin behandelten Mäusen mit denen von Vehikelmäusen 
verglichen. Auf den 2D-Gelen war keine veränderte Expression der 
Proteoforme nachweisbar. Zur Berechnung des Turnovers wurde die 
metabolische in vivo Markierung mit dem stabilen Isotop 15N mit MS-
Technologien und der ProTurnyzer Software kombiniert. Zehn Proteine zeigten 
signifikante Unterschiede im Turnover. Die Proteine GFAP, 1433F, IMMT, 
IDH3A und TCPA2 hatten in mindestens einer Proteoform höhere Turnover in 
der Paroxetingruppe. Bei CH60 hatte eine Proteoform einen höheren Vehikel- 
und eins einen höheren Paroxetinturnover. Die vier Proteine GDIR1, SNAB, 
TCPE und TCPQ ohne Proteoforme hatten ebenfalls höhere Turnover in der 
Paroxetingruppe. Die neuen Erkenntnisse zu veränderten Turnover in den mit 
Paroxetin behandelten Mäusen zeigen, dass Paroxetin zytoplasmatische und 
mitochondriale Proteine moduliert, die essentiell für die Funktion und das 
Wachstum von Neuronen und Astrozyten sind. Die hier durchgeführte Studie 
führt zu einem besseren Verständnis der durch Paroxetin hervorgerufenen 
dynamischen Veränderungen des hippocampalen Proteoms. Es bedarf weiterer 
Studien, um die Aufgaben der einzelnen Proteoforme und ihre klinische Rolle 
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8 Anhang  
8.1 2D-Gele der Vehikel- und Paroxetinhippocampi  
 
Abbildung 18: 2D-Gel der Vehikelmaus cv16.3 
 




Abbildung 20: 2D-Gel der Vehikelmaus cv20.3 
 




Abbildung 22: 2D-Gel der Paroxetinmaus cp24.3 
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